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Lyhenneluettelo sisältää työssä käytetyt lyhenteet ja niiden selitykset
16S rRNA Small subunit ribosomal RNA (SSU rRNA), ribosomin pienen
alayksikön ribonukleiinihappo-rakenneosa tumattomilla
amoA Ammoniakin hapetukseen liittyvä aineenvaihduntageeni
AOA Ammonia oxidizing archaeon, ammoniakinhapettaja-arkeoni
BSA Bovine serum albumin, naudan seerumin albumiini
Ct Treshold cycle, qPCR:ssä mitattu kynnyssykli
DNA Deoksyribonukleiinihappo
dNTP Sekoitus adeniini-, guaniini-, sytosiini- ja tymiini-
deoksiribonukleotiditrifosfaatteja
EDTA Etyleenidiamiinitetraetikkahappo
ep Emäspari, eng. basepair (bp)
f tai F Etenevä aluke PCR:ssä
FISH Fluorescent in situ hybridization, mikroskooppikuvantamismenetelmä
g Sentrifugoinnissa g-arvo, myös RCF, eng. relative centrifugal force,
kuvaa maan painovoimalla korjattua näytteeseen kohdistuvaa voimaa
pyörivässä liikkeessä, vrt. rpm
G+C Guaniinin ja sytosiinin %-osuus DNA:n emäksistä
H Hiiva-alusta




MDA Multiple displacement amplification, DNA:n monistusmenetelmä
7MHB Mycorrhization helper bacterium, mykorritsan auttajabakteeri
MHL Herkkusienilisukkeellinen mineraalialusta, herkkusienialusta
Milli Q Suodattamalla ultrapuhdistettua vettä
MSL Suppilovahverolisukkeellinen mineraalialusta, suppilovahveroalusta
MT Männynherkkutatti Boletus pinophilus
NASA The National Aeronautics and Space Administration
NCBI National Center for Biotechnology Information
PCR Polymeraasiketjureaktio, DNA:n ja RNA:n monistusmenetelmä
q Kvantitatiivisessa PCR:ssä käytetty
qPCR Kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio
r tai R Palaava aluke PCR:ssä
R2A Reasoner’s 2A -alusta
RNA Ribonukeliinihappo
rpm Sentrifugoinnissa kierrosta minuutissa, eng. revolutions per minute
SDS Natriumlauryylisulfaatti, eng. sodium dodecyl sulfate
SOB Suplhur oxidizing bacterium, rikinhapettajabakteeri
81. Johdanto
1.1 Tämänhetkinen käsitys eliöistä
1.1.1 Maailma ja eliöryhmät
Ihminen on tutkinut ympäröivää maailmaa kautta aikojen. Menetelmien kehittyessä
myös mahdollisuudet tutkia ympäristöä eri tavoin ovat monipuolistuneet. Suuria
mullistuksia käsityksessämme maailmasta ovat olleet muun muassa kun maapallon
todistettiin olevan pyöreä ja kiertävän aurinkoa, evoluutioteoria osoitti eliöiden
polveutuvan yhteisistä kantaisistä ja tieteellisin keinoin pystyttiin osoittamaan, että
sairauksia ja pilaantumista aiheuttavia, paljain silmin näkymättömiä eliöitä on olemassa.
Mikroskooppisen pienten eliöiden eli mikrobien tutkimukseen kehittyi nopeasti oma
tieteenalansa – mikrobiologia. Alan yhtenä tärkeimpänä ja maailmankuvaamme
mullistavana havaintoina voidaan pitää sitä, miten paljon olemme tietämättämme
käyttäneet mikrobeja hyödyksemme tuhansien vuosien ajan. Olemme elämämme velkaa
näkymättömän pienille soluille, jotka toisaalta pitävät meidät hengissä tai yrittävät
tappaa ja toisaalta ovat tärkeä osa aineiden, kuten hiilen, typen ja fosforin, kiertoa
siirtämässä tähtitomumme eteenpäin.
Vaikka mikrobien tutkimus on edennyt harppauksin viimeisten muutaman
vuosikymmenen aikana varsinkin molekulaaristen tutkimusmenetelmien kehityttyä,
olemme edelleen alkutekijöissä yrityksissämme ymmärtää mikroskooppista maailmaa,
joka pitää makroskooppisen elämämme raiteillaan. Tämänhetkisen tiedon mukaan
solulliset eliöt jaetaan kolmeen ryhmään: arkeoneihin (aiemmin arkkibakteerit,
arkkieliöt), bakteereihin ja tumallisiin (Kuva 1). Arkeonit ja bakteerit ovat
solurakenteeltaan tumattomia ja elintavoiltaan yksisoluisia, vaikka ne voivat muodostaa
suuria solukeskittymiä oman ja muiden lajien edustajien kesken esimerkiksi
biofilmeissä. Tumallisiin kuuluvat kaikki monisoluiset eliöt sekä monet yksisoluiset.
Mikrobeiksi luetaan kaikki arkeonit, bakteerit ja yksisoluiset tumalliset sekä useita
monisoluisia tumallisia.
9Kuva 1. Arkeoneihin painottuva elämänpuu tämänhetkisen tiedon mukaan. Viivat eivät edusta ajallisia
etäisyyksiä. Kuva: Sari Timosta; Gribaldo & Brochier-Armanet (2012) sekä Wolf ja muita (2012) mukaillen.
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1.1.2 Arkeonit
Olemme olleet tietoisia arkeoneista omana eliöryhmänään vasta vajaat 40 vuotta
(Woese ym. 1978, Woese ym. 1990) ja niiden sukupuu on edelleen muutoksen alla,
koska niistä saadaan jatkuvasti uutta tietoa (Kuva 1). Fylogeneettisen puun muokkausta
helpottavat eniten puhdasviljelmät ja hyvin pitkälle edenneet rikastusviljelmät, joista
saadaan tietoa kokonaisista genomeista. Tämä auttaa luokittelemaan arkeoneja
tarkemmin kuin vain yksittäisen geenin perusteella rakennetut sukupuut. Kattavan
fylogeniapuun tekemiseksi tarvitaan kuitenkin mahdollisimman monilla ryhmän eliöillä
esiintyvä geeni. Yleisimmin luokittelussa käytetään 16S rRNA-geeniä, joka löytyy
kaikilta arkeoneilta (Kuva 2). Kaikilta eliöryhmän edustajilta löytyvän geenin
perusteella saadaan hyvin tietoa siitä, minkälaisia eri eliöitä tutkittavassa näytteessä
esiintyy. Muita etenkin arkeonien luokitteluun käytettyjä geenejä ovat metaanin
tuotantoon liittyvät geenit euryarkeoneilla ja typensidontaan liittyvä amoA-geeni
taumarkeoneilla. Näiden avulla on saatu tietoa useista uusista metaania tuottavista
eliöistä eli metanogeeneista sekä typensitojista, vaikka itse eliöitä ei ole vielä onnistuttu
eristämään.
Yksi suurimmista ongelmista kattavan fylogeneettisen puun piirtämisessä on tiedon
tarkkuuden vaihtelevuus. NCBI-tietokantaan http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ oli
tallennettu lokakuussa 2013 kokonaan sekvensoituja arkeonigenomeja 307 kpl ja
364925 muuta sekvenssiä erilaisille arkeoneille (Kuva 2). Suurin osa näistä
sekvensseistä on osittaisia 16S rRNA-geenejä, mutta joukossa on myös metaanin
tuotantoon ja typen sidontaan liittyviä geenejä tai niiden osia. Ei ole olemassa kattavaa
luetteloa, josta voisi verrata ovatko jotkut 16S rRNA-geenit samojen eliöiden kuin jokin
tutkittu yksittäinen aineenvaihduntageeni. Lisäksi osa tutkijoista tallentaa kaikki
arkeonihavaintonsa numero- tai kirjainkoodeilla tietokantaan kuin tunnetun lajin, vaikka
kyseisestä eliöstä on tietoa mahdollisesti vain muutama sata emäsparia. Toisaalta
monista osittaisista geeneistä voidaan sanoa enintään lahkotasolla mihin ryhmään ne
kuuluvat, joistain vain pääryhmätasolla. Tällaisen pirstaloituneen ja monin eri tavoin
tallennetun tiedon tarkastelu vie paljon aikaa. Lisäksi ilman johdonmukaista ja
yhtäläistä tietojen tallennusta tietokantoihin on mahdotonta luotettavasti verrata
erilaisista mutta samantapaisista ympäristöistä kerättyä tietoa.
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Kuva 2. Arkeoneihin luettavat kokonaiset tai osittaiset geenisekvenssit NCBI-tietokannassa lokakuussa
2013. Harmaa väri kuvaa luokittelemattomia arkeoneja eli arkeoneja, jotka on tallennettu tietokantaan
vain ympäristönäytteinä (environmental samples) tai luokittelemattomina (unclassified archaea) eikä
niille ole annettu lajinimeä tai koodia. Yli puolia arkeonisekvensseistä ei ole pystytty ehdottamaan
mihinkään tunnettuun arkeoniryhmään (iso ympyrä) ja jokaisen ryhmän sisällä yli puolet arkeoneista on
vielä tuntemattomia (pienet ympyrät). Luvut NCBI-tietokannasta http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
Ymmärrystämme arkeoneista hämärtää edelleen monien uskomus niiden elämästä vain
äärioloissa, kuten kuumissa rikkilähteissä, suolankuivausaltaissa ja metaanintuottajina
hapettomissa oloissa. Tämä luulo pohjautuu tietoon, jota arkeoneista niiden tutkimuksen
alkuvuosina oli: ensimmäiset kasvatetut ja tutkitut arkeonit olivat äärieliöitä (Woese ym.
1978, Cavicchioli 2011). Lisäksi edelleen suurin osa kasvatetuista arkeoneista on
äärioloissa viihtyviä, koska tavallisissa oloissa elävien arkeonien kasvattaminen on
osoittautunut laboratorio-oloissa erityisen haastavaksi.
Varsinkin viimeisten parin vuosikymmenen aikana arkeoneja on löytynyt lähes
kaikista tavallisina pidetyistä elinympäristöistä, mistä on tavattu muuta elämää:
Vesiympäristöistä on löydetty monenlaisia arkeoneja, kuten meristä alun perin
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mesofiileiksi krenarkeoneiksi kutsuttuja taumarkeoneja (Könneke ym. 2005, Schleper
ym. 2005, Walker ym. 2010) sekä sedimenteissä eläviä arkeoneja (DeLong & Pace
2001). Tippukiviluolan pehmeästä kalsiitti-massasta, kalkkimaidosta ”moonmilk” on
bakteerien ohella yritetty kasvattaa ja tutkia arkeoneja (Reitschuler ym. 2013), sillä
mikrobitoiminnan uskotaan vaikuttavan kalsiittimuodostumien syntyyn. Arkeoneja on
tutkittu kokonaisuudessaan tai tiettyjen ryhmien osalta erilaisista metsämaista (DeLong
& Pace 2001, Schleper ym. 2005, Kemnitz 2007, Timonen & Bomberg 2009) sekä
ihmisen muokkaamista puutarha- (Tourna ym. 2011) ja viljelysmaista (DeLong & Bates
2001, Bates ym. 2011, Lehtovirta-Morley ym. 2011). Arkeoneja on tutkittu myös
ekosysteemitasolla, esimerkiksi niiden yhteyttä erilaisiin juuristoihin, kuten sienijuuriin
(Bomberg & Timonen 2007,  Bomberg & Timonen 2009, Bomberg ym. 2010).
Arkeonien löytymiseen muualtakin kuin vain äärioloista on vaikuttanut erityisesti se,
että  niitä  on  etsitty  paikoista,  joista  niitä  ei  ennen  uskottu  löytyvän.  Myös  NASA:n ja
muiden avaruuslentoja järjestävien tahojen puhdastiloista karuista oloista löytyi
arkeoneja, kun niiden läsnäoloa tutkittiin (Moissl-Eichinger 2011). Lisäksi
Nanoarchaeum equitans -euryarkeonin on todettu elävän Ignicoccus hospitalis -
krenarkeonin kanssa symbioosissa (Moissl-Eichinger & Huber 2011).
1.1.3 Arkeonien ja tumallisten yhteiselo
Pääpaino arkeonien mikrobiekologisessa tutkimuksessa on mikrobien välisissä
syntrofisissa suhteissa aineidenkierrossa maa- ja vesiympäristöissä, kun taas tumallisten
yhteydestä löytyvät arkeonit ovat mielenkiinnon kohteena, kun tutkitaan arkeonien
asemaa ja vaikutusta suoraan muiden eliöiden elämään. Arkeonien ja muiden eliöiden
vuorovaikutussuhteita ei ole vielä tutkittu paljoa, mutta joitain yhteyksiä on löydetty.
Yksi tunnetuimmista tapauksista on meressä sienieläimen symbionttina elävä
Cenarchaeum symbiosum -taumarkeoni (Hallam ym. 2006). Arkeoneja on löydetty ja
tutkittu sienirihmojen ja sienijuurien yhteydestä boreaalisessa metsämaassa (Bomberg
& Timonen 2007,  Bomberg & Timonen 2009). Monien eläinten, kuten termiittien
(Miyata ym. 2007), suolistoissa ja lehmien pötsissä elää arkeoneja (esimerkiksi Moissl-
Eichinger & Huber 2011). Ihmisen suolistosta on löydetty useiden arkeoniryhmien
edustajia, kuten metanogeeneja ja haloarkeoneja (Eckburg ym. 2003, Oxley 2010).
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Arkeoni-geenien löytyminen ihmiselimistöstä on herättänyt keskustelua, vaikkei
tähän mennessä ole tunnistettu patogeenisia arkeoneja (Eckburg ym. 2003, Oxley ym.
2010). Koska suolistomikrobisto muokkautuu syödyn ravinnon perusteella, voidaan
olettaa ainakin osan suoliston arkeoneista päätyneen sinne ravinnon mukana. Koska
joidenkin sienten itiöemien sisältä on löydetty huomattavia määriä arkeoneja (Pehkonen
2012), voidaan olettaa, että niitä päätyy sitäkin kautta ihmiselimistöön. Ihmiset ovat
syöneet sieniä tuhansia vuosia ja joistain sienistä, kuten tryffeleistä ja
tuoksuvalmuskoista, maksetaan suuria summia (Härkönen 2005).
Sienet ovat paitsi ihmisten ja monien eläinten ruokaa, myös erittäin tärkeä osa
aineiden kiertoa luonnossa varsinkin selluloosan, hemiselluloosan ja ligniinin
hajottajina (Renvall 2005, Moore ym. 2011). Kuitenkin tiedetään, että sienet elävät
kasvien lisäksi usein läheisissä yhteisöissä myös tumattomien kanssa ja on esitetty
hypoteeseja siitä kuinka paljon ne auttavat toisiaan esimerkiksi ravinteiden hankinnassa.
Sienijuuristoissa sienet ja tumattomat elävät yhdessä (Timonen ym. 1998, Frey-Klett
ym. 2007, Bomberg ym. 2010) ja on myös löydetty sienisolujen sisällä eläviä bakteereja
(Ghignone ym. 2012). Myös sienten itiöemistä on tutkittu sekä bakteereja että arkeoneja.
Bakteereja on onnistuneesti kasvatettu mallosta (Danell ym. 1993, Varese ym. 1996,
Timonen ym. 1998, Rangel-Castro ym. 2002, Tsukamoto ym. 2002, Timonen & Hurek
2006), kun taas arkeoneista on tähän mennessä vasta molekulaarisin menetelmin saatuja
todisteita (Pehkonen 2012). Osan sienten rihmojen yhteydessä elävistä bakteereista on
osoitettu auttavan sientä esimerkiksi sienijuuren muodostuksessa kasvin kanssa (Frey-
Klett ym. 2007). Niille on siitä hyvästä annettu lisänimi sienijuuren auttajabakteerit
(MHB, mycorrhization helper bacteria), vaikka osa bakteereista saattaa edesauttaa myös
patogeenisten sienten pääsyä kasviin (Frey-Klett ym. 2007).
Arkeonien suhteesta sieniin tai niiden kasviystäviin ei tiedetä vielä juuri mitään.
Männyn hienojuuristossa sienijuurisienen lisäyksen osoitettiin vaikuttavan
arkeoniyhteisöön (Bomberg & Timonen 2007). Tällöin sienijuuren yhteydestä löydettiin
pääasiassa haloarkeoneihin 16S rRNA-geenin perusteella ryhmittyviä euryarkeoneja,
kun taas ilman sienijuurta olevasta humuksesta löytyi ryhmän I.1c taumarkeoneja. Aidot
haloarkeonit elävät vain korkeissa suolapitoisuuksissa, minkä perusteella tutkimuksessa
boreaalisesta metsämaasta löydetyt euryarkeonit nimettiin haloarkeonien kaltaisiksi
(HBL, halobacteria-like) arkeoneiksi, joilla ei todennäköisesti ole paljoa yhteistä aitojen
haloarkeonien kanssa (Bomberg & Timonen 2007). Lisäksi vastaavia euryarkeoneja
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todettiin kasvavan hapettomissa oloissa ja taumarkeoneja kasvoi sekä hapellisissa että
hapettomissa oloissa (Bomberg ym. 2010). Ovatko itiöemien arkeonit samanlaisia tai
edes samankaltaisia kuin ympäröivässä maaperässä tai sienijuurissa?  Kasvattamalla ja
rikastamalla itiöemien arkeoneja voitaisiin asiaa tutkia tarkemmin.
1.2 Tutkimusmenetelmät ympäristönäytteille
1.2.1 Molekyylitason tutkimusmenetelmät
Mikrobiologiset tutkimusmenetelmät ovat pääasiassa melko uusia ja kehitetty
viimeisten reilun 50 vuoden aikana. Paljaalla silmällä näkymättömien eliöiden tutkimus
on edennyt osittain muiden biologisten alojen tutkimusmenetelmien kehityttyä, kun
uusia menetelmiä on sovellettu muihin eliöihin. Riittävän tarkat menetelmät ovat
kuitenkin mahdollistaneet myös paremmin mikrobien tutkimukseen sopivien
menetelmien kehittämisen. Molekulaariset menetelmät ovat mullistaneet
mikrobiologisen tutkimuksen. Esimerkiksi ilman 16S rRNA-geeniin pohjautuvaa
tumattomien eliöiden luokittelua emme olisi yhtä aikaisin osanneet erottaa arkeoneja ja
bakteereja toisistaan (Woese & Fox 1977, Cavicchioli 2011). Lisäksi pelkkien geenien
ja proteiinien tutkimus on mahdollistanut eliöiden tutkimisen sellaisistakin
ympäristöistä, mistä niitä ei ole onnistuttu kasvattamaan.
Nykyisin arkipäiväinen menetelmä polymeraasiketjureaktio eli PCR on
mahdollistanut kaikkien eliöiden tarkemman luokittelun geneettisen informaation
pohjalta eikä vain ulkoisia ominaisuuksia seuraamalla. Tekniikoiden kehittyessä
edelleen on nykyään mahdollista mitata näytteissä olevien tiettyjen geenien kopiomääriä
kvantitatiivisessa PCR:ssä eli qPCR:ssä fluoresoivien molekyylien avulla. Menetelmä
sopii hyvin luonnonnäytteiden tutkimukseen, kun halutaan selvittää esimerkiksi
arkeonien ja bakteerien määrän suhdetta. Kvantitatiivinen PCR edellyttää kuitenkin
melko suuria määriä melko hyväkuntoista ja puhdasta DNA:ta, jotta tulokset olisivat
luotettavia tai niitä ylipäätään saataisiin. Erilaisilla DNA:n eristysmenetelmillä voidaan
yrittää vaikuttaa DNA:n saantoon ja DNA-juosteiden säilymiseen mahdollisimman
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ehyinä. Mahdollisimman eheän DNA:n eristyksessä on usein suurempi riski näytteeseen
jääviin epäpuhtauksiin, kuin tehokkaasti puhdistetulla DNA:lla. Toisaalta
mahdollisimman puhtaan DNA:n saamiseksi joudutaan usein käyttämään muun muassa
voimakkaita orgaanisia liuottimia, jotka voivat vaikuttaa DNA-juosteen katkeamiseen
pienemmiksi pätkiksi. Sekanäytteissä yksittäisten lajien DNA:n määrä ei välttämättä
alun perinkään riitä onnistuneeseen PCR-monistukseen, vaikka sekanäytteestä saatu
DNA-määrä olisi riittävä. Sekanäytteiden ongelmana on myös puhdasviljelmiä
useammin eristettyyn DNA:han jäävät epäpuhtaudet, koska näytemateriaali sisältää
usein aineita – esimerkiksi maaperänäytteissä humushappoja – jotka eivät poistu
kokonaan DNA:n puhdistuksen aikana ja voivat haitata PCR-monistuksessa
käytettävien reagenssien toimintaa. Halutun DNA:n monistumista voi haitata myös
näytteen sisältämä muu DNA varsinkin, jos sitä on suhteessa haluttua paljon enemmän
tai se muistuttaa monistettavaa sekvenssiä. Yleisesti DNA:n paras lähde on
puhdasviljelmä.
Yksi menetelmä tutkia sekanäytteen sisältämiä kaikkia eliöitä on metagenomiikka.
Metagenomiksi kutsutaan tietystä näytteestä kerättyä DNA:ta (Xu 2011).
Metagenomista voidaan koota vektorien avulla kloonikirjasto, johon on teoriassa
tallennettu osittain kaikkien näytteessä esiintyvien eliöiden perimät (Daniel 2005).
Sekanäytteestä eristettyä DNA:ta voidaan monistaa esimerkiksi PCR:llä niin sanotuilla
universaaleilla eli yleisalukkeilla, jotka teoriassa monistavat geenin kaikista valitun
ryhmän edustajista (Xu 2011). Alukkeet voidaan suunnitella aina pääryhmätasolta
sukutasolle tai tiettyä toiminnallista geeniä tai jopa yksittäistä lajia varten spesifisiksi.
Metagenomin luominen ei edellytä yhtään kasvatettua lajia, mikä mahdollistaa aiemmin
tuntemattomien ja laboratorio-oloissa kasvamattomien eliöiden tutkimuksen (Daniel
2005, Xu 2011). Arvioiden mukaan yhdessä ympäristönäytteestä kootussa
metagenomissa on keskimäärin enemmän lajeja kuin kaikki laboratorioissa kasvatetut
tumattomat lajit yhteensä (Daniel 2005).
Metagenomeihin ei välttämättä saada tallennettua kokonaisia genomeja eivätkä
kaikki lajit tule edustetuiksi, sillä varsinkin maanäytteissä tumattomien solut ovat usein
tiukasti kiinni maapartikkeleissa eivätkä siksi tule helposti mukaan solujen tai DNA:n
eristysvaiheessa (Daniel 2005). Lisäksi solut ovat rakenteeltaan hyvin erilaisia ja
lepotilassa olevista bakteerien tai sienien itiöistä on vaikea saada DNA:ta ulos (Xu
2011). Kasvatusolojen kehittämiseksi saadaan nykyään yhä enemmän apua
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metagenomeissa olevista sekvensoiduista geeneistä. Sekvensoimalla joko suoraan
näytteestä eristetystä DNA:sta tai siitä tehdystä kloonikirjastosta monistettuja DNA-
juosteita on saatu koottua jopa lähes kokonaisia bakteerien genomeja, mutta vain, jos
kyseisen lajin soluja on ollut näytteessä runsaasti (Xu 2011). Vaikka metagenomista
voidaan tutkia mitä vain geenejä ja jopa etsiä uusia biomolekyylejä ja metaboliareittejä
sekä hahmottaa osittain eliölajien runsautta, ei itse lajeihin päästä käsiksi kuin
geenitasolla. Rikastus- ja puhdasviljelmiä tarvitaan selvittämään geenien merkitys ja
tarpeellisuus elinympäristössä.
Ribonukleiinihappoja voidaan hyödyntää muutenkin kuin vain PCR-monistukseen.
Koettimia eli pieniä DNA-pätkiä (probe) voidaan leimata fluoresoivilla väriaineilla,
minkä jälkeen ne lisätään tutkittavia soluja sisältävään liuokseen (Amann ym. 1995).
Koettimet menevät solujen sisään ja tarttuvat itseään vastaaviin sekvensseihin, jos
sellaisia solussa on. Tämän jälkeen mikroskoopilla tarkastellaan näytettä ja voidaan
laskea koettimen löytämät fluoresoivat solut (FISH, fluorescent in situ hybridization).
Menetelmä edellyttää melko suurta solumäärää, jonka saamiseksi soluja konsentroidaan
esimerkiksi suodattamalla. Paras tapa saada suuri määrä soluja on kasvattamalla, jos
sopiva alusta on tiedossa.
1.2.2 Kokonaisten solujen tutkimusmenetelmät
Ensimmäisten mikrobiologisten menetelmien joukossa oli näytteiden suurentaminen
mikroskooppien avulla. Mikroskooppitutkimukset ovat edelleen käytössä muun muassa
solumuodon ja koon määrityksessä sekä solutiheyden laskemisessa.
Mikroskooppitarkastelussa ei voida erottaa lajeja toisistaan, koska suurin osa
tumattomista soluista näyttää hyvin samankaltaiselta keskenään.
Puhdasviljelmän eristäminen on erittäin hyödyllinen menetelmä tumattomien
tutkimuksessa, vaikka vain hyvin pientä osaa tumattomista on onnistuttu kasvattamaan
laboratorio-oloissa. Kasvatetuista lajeista suuri osa on patogeenisia eliöitä, joiden
kasvatusolot on ollut helppo suunnitella vastaamaan isännän elimistöä. Maaperä- ja
vesistönäytteiden kohdalla on mahdotonta toteuttaa yksi kasvatusalusta, jolla kasvaisi
edes murto-osa kaikista yhden gramman tai litran näytteen mikrobilajeista. On arvioitu,
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että nykyisillä menetelmillä noin 1 % maaperän mikrobeista saadaan kasvamaan
(Torsvik & Øvreås 2002). Toisaalta ei ole taloudellisesti mahdollista kokeilla kasvattaa
tietystä näytteestä mikrobeja sadalla erilaisella alustalla tai valita useita kymmeniä
erilaisia kasvatusoloja.
Puhdasviljelmistä tai hyvin pitkälle eristetyistä rikastusviljelmistä, joissa esiintyy
enää pieni prosenttiosuus jonkin toisen lajin soluja, voidaan tutkia esimerkiksi
biokemiallisin kokein lajin entsyymientuottoa tai erilaisten aineiden tai ympäristöolojen,
kuten antibioottien tai valon määrän vaihteluiden, sietoa. Monipuolisilla
aineenvaihduntatesteillä saadaan myös kartoitettua lajin kyky kasvaa erilaisissa oloissa.
Puhdasviljelmiä tarvitaan myös monien molekulaaristen menetelmien toteuttamiseen
puhtaan, vain yhden lajin DNA:n saamiseksi PCR:ää tai sekvensointia varten.
Sekvensoimalla genomi saadaan suoraan geenitietoa, jonka avulla voidaan selvittää
esimerkiksi lajin sukulaisuussuhteita ja aineenvaihduntareittejä ilman erillisiä testejä ja
toisaalta kehittää lajin kasvatusoloja.
1.2.3 Yleistä tutkimusmenetelmistä ja niiden yhdistämisestä
Maapallon monipuolisten erilaisten ympäristöjen mikrobiekologian tuntemus on vielä
vähäistä. Vain yksittäisiä tarkkaan rajattuja ympäristöjä on tutkittu edes kohtuullisesti
eikä vieläkään ole onnistuttu kehittämään sellaisia tutkimusmenetelmiä, joilla yksin tai
yhdessä saataisiin kokonaiskuva kustakin ympäristöstä. Nykyisillä menetelmillä
saadaan tutkittua maaperän tai vesistön ominaisuudet, kuten happamuus, raekoko,
orgaanisen aineen määrä ja muita kyseiselle ympäristölle ominaisia piirteitä, ja
molekulaarisin menetelmin saadaan jonkinlainen kuva näytteen sisältämistä eliöistä.
Kuitenkaan kaikki eliöt – varsinkaan harvalukuisimmat – eivät välttämättä erotu edes
herkimmillä DNA-menetelmillä, kuten PCR:llä tai sekvensoinnilla. Suurin osa
molekulaarisista menetelmistä edellyttää suurehkoa määrää tietyn eliölajin tai -ryhmän
soluja tai DNA:ta, jotta saadaan luotettavia tuloksia. Kasvatus onnistuessaan olisi paras
tapa saada haluttu määrä soluja ja DNA:ta.
Molekulaaristen menetelmien heikkoutena säilyy myös se, etteivät edes ne löydä
kaikkia eliölajeja. Niin sanotut universaali- tai yleisalukkeet geenien monistuksessa
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PCR:llä eivät tavoita 100 % halutun ryhmän eliöistä ja toisaalta joskus saattavat
monistaa sekvenssejä kyseisen ryhmän ulkopuolelta. Lisäksi satojen tai tuhansien
eliöiden DNA:ta sisältävissä näytteissä helposti monistuvat genomit eli vähän eroja
alukkeisiin sisältävät DNA-sekvenssit ovat aina yliedustettuina, kuten ovat
runsaslukuisimmat lajitkin. Lisäksi DNA-juosteiden muokkaukset, kuten metyloinnit,
vaikuttavat niiden PCR-monistuksen onnistumiseen. Arkeonien ja bakteerien on tiedetty
jo vuosikymmenien ajan metyloivan genomista DNA:taan (Barbeyron ym. 1984), mikä
voi vaikeuttaa joidenkin DNA-polymeraasien toimintaa ja toisaalta voi estää alukkeita
tarttumasta oikeaan kohtaan. Metagenomiset tutkimukset ovat kuitenkin viitoittaneet
tietä ja antavat jonkinlaisen vaikkakin edelleen vajaan kuvan siitä, mitä kaikkea tietyssä
ympäristössä elää, vaikka saatu tieto ei kerro ovatko solut olleet elinkelpoisia.
Pelkkien ribosomaalisten geenien avulla ei voida päätellä paljoa arkeonien
elintavoista ja roolista omassa elinympäristössään aineidenkierrossa ja muiden eliöiden
naapurina. Jotta yksittäisten lajien ja toisaalta koko mikrobiyhteisön toimintaa voitaisiin
ymmärtää paremmin, tarvitaan vähintään rikastus-, mutta mielellään puhdasviljelmiä
jokaisen lajin tutkimukseen ja koko genomin sekvensointiin sekä geenien
tunnistamiseen. Koska arkeonit ovat vielä monille mikrobiologeillekin varsin
tuntemattomia, tulisi tulevaisuudessa keskittää lisää resursseja näiden meissä jokaisessa
asuvien, mutta onneksemme harmittomien, eliöiden tutkimukseen ja niiden ekologisen
roolin laajempaan selvittämiseen.
1.2.4 Ei ääriolosuhteissa elävien arkeonien rikastamisen ja kasvattamisen lyhyt historia
Arkeoneja on kasvatettu laboratoriossa jo useita vuosikymmeniä. Ensimmäiset
kasvatetut lajit olivat ekstremofiilejä, äärioloissa eläviä lajeja eli ääriarkeoneja, kuten
suolaisissa ympäristöissä viihtyviä haloarkeoneja, kuumien lähteiden rikinhapettajia
sekä ehdottoman hapettomissa oloissa metaania tuottavia metanogeeneja (Cavicchioli
2011). Yllättävää kyllä näiden äärieliöiden kasvatus on ollut paljon helpompaa kuin
tavallisemmista oloista eristettävien arkeonien kasvatus. Ensimmäinen taumarkeoni,
jonka genomi saatiin melkein kokonaan sekvensoitua, on Axinella mexicana -
sienieläimen symbionttina elävä Cenarchaeum symbiosum (Hallam ym. 2006), jota ei
vieläkään ole kyetty kasvattamaan itsenäisesti. Tähän mennessä tavallisista oloista on
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onnistuttu kasvattamaan puhdasviljelminä yksi ryhmän I.1a (Könneke ym. 2005) ja yksi
ryhmän I.1b taumarkeoni (Tourna ym. 2011). Useista taumarkeoneista ryhmässä I.1a
(Park ym. 2010, Blainey ym. 2011, Lehtovirta-Morley ym. 2011) ja I.1b (Hatzenpichler
ym. 2008, Kim ym. 2012) on lisäksi saatu kasvatettua muutamia pitkälle rikastettuja
kantoja.
Taumarkeonien ryhmää I.1a edustavalle puhdasviljelmään eristetylle arkeoni-
kannalle SCM1 on annettu nimeksi Nitrosopumilus maritimus (Könneke ym. 2005) ja
sen genomi on sekvensoitu kokonaan (Walker ym. 2010). Meressä elävä N. maritimus
on ensimmäinen arkeoni, jossa ammoniakin hapetus on todistettu, vaikka geneettisiä
todisteita ammoniakkia hapettavista arkeoneista (AOA, ammonia oxidizing archaeon)
on saatu jo aiemmin. Puhdasviljelmän saamiseksi SCM1-näytettä rikastettiin ensin puoli
vuotta, minkä jälkeen sitä kasvatettiin tarkasti tunnetulla alustalla ja bakteerien kasvua
vähennettiin streptomysiinillä sekä suodattamalla (Könneke ym. 2005).
Merisedimentistä on rikastettu I.1a ryhmään kuuluva ammoniakkia hapettava kanta,
jolle ei ole vielä ehdotettu nimeä (Park ym. 2010). Arkeoneja rikastettiin
yhteiskasvatuksessa rikkiä hapettavien bakteerien (SOB) kanssa. Bakteerien tiosulfaatin
hapetus ja sen myötä hapen määrän väheneminen oli ilmeisesti välttämätöntä arkeonien
ammoniakin hapetukselle, sillä testatuista useista erilaisista bakteereista arkeonit
kasvoivat vain rikkiä hapettavien bakteerien kanssa. Rikastuskasvatusta jatkettiin 20
kuukautta, minkä jälkeen arkeoneja oli noin 80 % soluista. Toisin kuin N. maritimus,
kyseinen arkeonikanta ei kasvanut pelkästään ammonium energianlähteenä tai
antibioottien lisäyksen jälkeen. Toisaalta kanta sieti huomattavasti korkeampia
ammonium-pitoisuuksia kasvatusalustassa kuin N. maritimus, minkä oletettiin johtuvan
siitä, että sedimenteissä on vesipatsasta enemmän ammoniumia saatavilla.
Toinen sedimenteistä rikastettu ryhmän I.1a taumarkeoni on Nitrosoarchaeum limnia
(Blainey ym. 2011). Murtovesisedimentistä vähäsuolaisista oloista rikastetun arkeonin
genomi saatiin lähes kokonaan selvitettyä yhdistämällä rikastusviljelmästä kerättyjen
yksittäisten solujen monistettua DNA:ta ja metagenomisia sekvenssejä. Rikastuksesta
kerättiin soluerittelyllä viisi solua, joiden DNA:ta monistettiin MDA-tekniikalla
(multiple displacement amplification). Vaikka MDA-tekniikalla ei saada kuin noin 60 %
genomista monistettua yksittäisestä solusta (Blainey ym. 2011), soluista saatu sekvenssi
osui osittain eri kohtiin genomia ja noin 95 % genomista saatiin selville. Samasta
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näytteestä tehdystä metagenomista kerättiin lisäksi tietoa samankaltaisista sekvensseistä
hylkäämällä liikaa guaniinia ja sytosiinia sisältäviä pätkiä (>45 %), sillä tutkitun kannan
G+C-pitoisuus oli vain hieman yli 30 %. Yhteensä arviolta 97 % genomista saatiin
sekvensoitua. Yllättävinä geenilöytöinä pidettiin liikkumiseen ja liikevasteeseen
liittyviä geenejä, joita ei ole aiemmin tavattu ammoniakinhapettaja arkeoneilta.
Myös muualta kuin vesiympäristöistä on onnistuttu rikastamaan ryhmän I.1a
taumarkeoneja. Nitrosotalea devanaterra on rikastettu happamasta maatalousmaasta
(Lehtovirta-Morley ym. 2011). Maanäytettä on ylläpidetty 1960-luvulta asti ja FISH-
mikroskooppitarkastelussa 99 % soluista todettiin arkeoneiksi. N. devanaterra saatiin
eristettyä puhdasviljelmäksi suodatuksen ja antibioottien avulla, mutta näytettä ei enää
saatu kasvamaan. Koska kasvua esiintyi vain pH-alueella 4-5,5, on N. devanaterra
tähän mennessä happamimmissa oloissa ammoniakin hapetukseen kykenevä arkeoni
(Lehtovirta-Morley ym. 2011). 99 % puhtaus on kuitenkin jo hyvin lähellä
puhdasviljelmää, vaikka muun muassa metaboliatestien tulosten luotettavuus kärsii
edelleen kontaminanteista.
Toisenlaisesta maatalousmaasta onnistuneesti rikastettu Nitrosoarchaeum koreensis
on myös ryhmän I.1a taumarkeoni (Jung ym. 2011). Kyseisessä maaperässä kasvatettiin
hernepensaisiin kuuluvaa palkokasvia Caragana sinica. Arkeonirikastuksen
puhtaudeksi laskettiin mikroskooppitarkastelussa 91 % arkeoneja. Bakteerien
poistamiseksi kasvatuksesta alustaan lisättiin useita antibiootteja, joista osan todettiin
inhiboivan myös arkeoneja.
Taumarkeonien ryhmän I.1b ainoa puhdasviljelmä on Nitrosophaera viennensis
(Tourna ym. 2011). N. viennensis (kanta EN76) rikastettiin lähisukuisen arkeonikannan
(EN123) kanssa puutarhamaasta. Rikastusta jatkettiin yli kaksi vuotta ja alustaan
lisättiin streptomysiini-, ampisilliini- ja kanamysiini-antibiootteja bakteerien kasvun
vähentämiseksi. N. viennensis saatiin aluksi kasvamaan puhdasviljelmänä melko hyvin
yhden kasvatuksen ajan, minkä jälkeen se kasvoi äärimmäisen hitaasti. Useiden
kasvualustakokeiden jälkeen pyruvaatin avulla saatiin ylläpidettyä puhdasviljelmän
kasvua lähes yhtä hyvin kuin alkuperäisessä sekarikastusviljelmässä. Myös
sekarikastusviljelmästä lisätty supernatantti sai aikaan kasvua, vaikkakin pitkällä
viiveellä.
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Ryhmän I.1b rikastettu maltillinen termofiili Nitrososphaera gargensis on  myös
ammoniakinhapettaja (Hatzenpichler ym. 2008). N. gargensis rikastettiin kuumasta
lähteestä peräisin olevasta näytteestä 46 °C lämpötilassa niin, että lopulta arkeoneja oli
soluista noin puolet. Se oli ensimmäinen ryhmän I.1b jäsen, jonka todettiin solutasolla
eikä vain geeniensä perusteella hapettavan ammoniakkia, ja ensimmäinen stabiili
rikastusviljelmä termofiilistä ammoniakinhapettajasta, kun termofiiliyden rajana
pidetään 45 °C (Hatzenpichler ym. 2008).
Kim ja muut (2012) rikastivat maatalousmaasta ryhmän I.1b taumarkeoni-kannan
JG1, jolle ei ole vielä ehdotettu lajinimeä.  Näytteenkeräyspaikka oli peitetty mustalla
muovilla ja siinä kasvoi koisokasvi paprikaa Capsicum annuum. Rikastusta jatkettiin
laboratoriossa vuosi ja alustaan lisättiin streptomysiiniä, kanamysiiniä ja ampisilliinia
bakteerien kasvun hillitsemiseksi. Mikroskooppitarkastelussa arkeoneille suunnitelluilla
koettimilla arkeonien määräksi laskettiin 92 % ja kvantitatiivisella PCR:llä 89 %.
Ensimmäisenä genominsa sekvensoiduksi saanut taumarkeoni Cenarchaeum
symbiosum on edelleen vailla kunnollista rikastusviljelmää (Hallam ym. 2006). Sen
määräksi isäntäpesusienen sisällä on saatu parhaimmillaan 65 % mikrobimassasta,
mutta se ei kasva itsenäisesti laboratoriossa. DNA genomin sekvensointia varten
kerättiin sienieläimen sisältä kerätystä mikrobimassan DNA:sta tehdystä
kloonikirjastosta. Kloonikirjasto rakentui pääasiassa kahdesta C. symbiosum -kannasta,
joista toinen valittiin sekvensoitiin, jotta geneettinen päällekkäisyys (overlapping) tai
erot eivät häiritsisi genomin analysointia. Saadun lähes kokonaisen genomin ansiosta




Arkeoneja on tähän mennessä löydetty ääriympäristöjen lisäksi useista erilaisista
vesiympäristöistä, maaperistä sekä juuristoista (Könneke ym. 2005, Schleper ym. 2005,
Bomberg & Timonen 2007, Kemnitz ym. 2007, Timonen & Bomberg 2009, Bates ym.
2011, Tourna ym. 2011). Monista kasvatusyrityksistä huolimatta tavallisiksi
luokiteltavista ympäristöistä on vasta kaksi puhdasviljelmää saatavilla (Könneke ym.
2005, Tourna ym. 2011) eikä kaikista tunnetuista arkeoniryhmistä ole vielä edes
rikastusviljelmää. Erityisesti taumarkeonien ryhmä I.1c herättää mielenkiintoa, sillä se
on osoittautunut suurimmaksi arkeoniryhmäksi boreaalisessa metsämaassa (Bomberg &
Timonen 2007, Bomberg ym. 2010). Myös vähäsuolaisissa oloissa esiintyvät
haloarkeonien kaltaiset arkeonit (halobacteria-like archaea, HBL) ovat mielenkiintoisia,
koska haloarkeonien elinympäristö on normaalisti erittäin suolainen ja HBL-
sekvenssejä on löydetty sienijuuristosta (Bomberg ym. 2010).
Sienten ja kasvien välisistä sienijuurista on löydetty runsaasti erilaisia bakteereja
(Varese ym. 1996, Timonen ym. 1998) ja arkeoneja (Bomberg ym. 2010) ja näiden
populaatioiden on todettu poikkeavan maaperässä muuten esiintyvistä populaatioista.
Lisäksi kvantitatiivisella PCR:llä on todettu myös sienijuurta muodostavien sienien
itiöemien sisältä monistuvan arkeonien 16S rRNA-geenin kopioita (Pehkonen 2012).
Monien bakteerien on todettu auttavan sienen ja kasvin välisen sienijuuren
muodostuksessa (MHB, mycorrhization helper bacteria) ja yhdessä sienen kanssa ne
suojelevat kasvia maaperän taudinaiheuttajilta (Frey-Klett ym. 2007). Jotta saataisiin
selville millaisia sienijuuriston arkeonit ovat ja mitä ne tekevät elinympäristössään ja
ovatko ne samoja lajeja kuin itiöemien sisällä esiintyvät, tarvitaan niistä puhdas- tai
ainakin rikastusviljelmät.
Tässä työssä pyrittiin rikastamaan ja eristämään arkeoneja itiöemien sisältä. Työssä
keskityttiin erityisesti halofiilien kaltaisiin arkeoneihin sekä ryhmän I.1c
taumarkeoneihin, joita on molempia aiemmin löydetty sienijuuristosta (Bomberg ym.
2010).
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Tutkimuksen tavoitteet voitiin tiivistää kolmeksi hypoteesiksi.
1. Sienten itiöemien sisällä esiintyviä arkeoneja voidaan kasvattaa.
2. Näitä arkeoneja voidaan rikastaa sopivalla kasvatusalustalla.
3. Näiden arkeonien joukosta löytyy haloarkeonien kaltaisia arkeoneja
(HBL) sekä taumarkeoneja.
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3. Aineisto ja menetelmät
3.1 Itiöemänäytteet
3.1.1 Näytteiden keräys ja säilytys
Lokakuussa 2011 kerättiin nummitatin Suillus bovinus (Fr.) Roussel itiöemä, joka
käsiteltiin ja pakastettiin käytettäväksi myöhemmin muiden näytteiden kanssa
(Taulukko 1, Kuva 3). Joulukuussa 2011 kerättiin suppilovahveron Craterellus
tubaeformis (Schaeff.) Quél itiöemä, joka säilytettiin yön yli + 4 °C ja käsiteltiin
seuraavana päivänä. Näytteidenkäsittelypäivänä hankittiin kasvatettu herkkusieni
Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach kolmanneksi itiöemänäytteeksi.
Syksyllä 2012 kerättiin rinnakkaiskasvatuksia varten sekä nummitatteja että
männynherkkutatteja Boletus pinophilus Pilát & Dermek viisi itiöemää kumpaakin
sientä (Taulukko 1, Kuva 3). Sienet säilytettiin yön yli + 4 °C ja käsiteltiin näytteiden
keräystä seuranneena päivänä.
Taulukko 1. Itiöemänäytteet
Sieni Keräysalue Habitaatti Näytetyyppi Keräysaika
Nummitatti
Karjaa, Uusimaa Kuiva kangas Luonnonsieni 2011 Lokakuu
Karjaa, Uusimaa Kuiva kangas Luonnonsieni 2012 Lokakuu
Karjaa, Uusimaa Kuiva kangas Luonnonsieni 2013 Elokuu
Suppilovahvero Kirkkonummi, Uusimaa Tuore kangas Luonnonsieni 2011 Joulukuu
Herkkusieni Eura, Satakunta Komposti Viljelty 2011 Joulukuu
Männynherkkutatti Karjaa, Uusimaa Kuiva kangas Luonnonsieni 2012 Lokakuu
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Kuva 3. Näytesienten itiöemät. Nummitatin (A), herkkusienen (B) ja suppilovahveron (C) itiöemistä
kasvatettiin tumattomia useilla eri alustoilla. Alustavien tulosten perusteella valittiin yksi alusta
jatkokehitykseen, jossa tehtiin tumattomien kasvatukset viidestä rinnakkaisesta nummitatista ja
männynherkkutatista (D). Mittajanan pituus on 1 cm.
3.1.2 Itiöemänäytteiden käsittely
Itiöemien kunto tarkastettiin ensin silmämääräisesti näkyvien vaurioiden varalta (Kuva
4). Lakkiin tai jalkaan tehtiin steriilillä skalpellilla matala viilto, jonka avulla sieni
saatiin halkaistua koskematta halkaisupintaan. Halkaisupinta tarkastettiin mahdollisten
sienen sisäisten vaurioiden varalta. Madonreikäiset tai muuten sisältä vaurioituneet
itiöemät hylättiin. Steriilillä skalpellilla leikattiin lakin sisäosasta puhdasta sientä 0,1 g
näyte, joka kerättiin steriiliin 1,5 ml Eppendorf-putkeen. Näytteet käytettiin heti tai
tarvittaessa niitä säilytettiin yön yli + 4 °C.
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Kuva 4. Näytteiden kerääminen itiöemistä. Itiöemät tarkastettiin ensin ulkoa päin sellaisten vaurioiden
varalta, jotka vaikuttaisivat sisäiseen eheyteen (A). Ennen näytepalan leikkaamista itiöemän sisältä
tarkastettiin myös, ettei sisäosissa ollut vaurioita (B). Steriilillä skalpellilla leikattiin eheästä sisäosasta
näytepaloja (C), jotka otettiin talteen kontaminaatiota välttäen (D). Leikattu itiöemä tarkastettiin vielä
mahdollisten leikkaushetkellä näkymättömien vaurioiden varalta (E). Selvästi vaurioituneet, esimerkiksi
madon syömät, itiöemät hylättiin (F).
3.2 Kasvatusalustat
3.2.1 Anaerobialustan valmistus
Mikrobinäytteiden viljelyyn ja rikastukseen testattiin useita erilaisia anaerobisia
nestealustoja. Jokaiseen alustapohjaan tarvittavat kiinteät aineet ja liuokset (Taulukot 2a
ja 2c) mitattiin Erlenmeyer-pulloon. Alusta keitettiin värittömäksi, minkä jälkeen sen
annettiin jäähtyä typpi–hiilidioksidi -kaasulla N2 80  %  /  CO2 20% kuplituksessa
(Taulukko 3). Kuplituksella varmistettiin alustan olevan mahdollisimman hapeton
ennen anaerobipulloihin annostelua. Alustaa annosteltiin 120 ml pyrex-pulloihin siten,
että lopullinen alustan tilavuus oli 50 ml lisukkeiden lisäämisen jälkeen. Jokaista pulloa
kuplitettiin vielä pari minuuttia ennen kuin ne suljettiin ilmatiiviillä kumikorkeilla
(Bellco Glass, Inc., Vineland, New Jersey, USA), jotka päällystettiin metallirenkailla
(Bellco Glass, Inc., Vineland, New Jersey, USA) ja autoklavoitiin.
Lisukkeet A-C (Taulukko 2b) sekä sienilisukkeet lisättiin autoklavoinnin jälkeen
Minismart® 0,20 µm -steriilisuodattimen (Sartorius-Stedim Biotech, Goettingen, Saksa)
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läpi. Lisukkeet saatiin pulloihin kumikorkkien läpi steriilien neulojen (BD
Microlance™ 3, nr.  18,  25 GI 0,5 x 25 [BD Diagnostics,  Franklin Lakes,  New Jersey,
USA]  tai  Fine-Ject®  Nr.  14,  0,6  x  30  /  23  G  x  1  ¼  [Henke-Sass,  Wolf  GmbH,
Tuttlingen, Saksa]) ja 5 ml (CODAN Medical ApS, Rødby, Tanska) tai 10 ml (BD
Plastipak™ [BD Diagnostics, Franklin Lakes, New Jersey, USA]) ruiskujen avulla.
Alipaineen synnyn estämiseksi lisukepullon sisälle pulloon lisättiin aina poistettua
tilavuutta vastaava määrä typpi-hiilidioksidi -kaasua erillisen steriilin neulan ja ruiskun
avulla ja ylipaineen välttämiseksi kasvatuspulloissa niistä poistettiin lisättävän
lisukkeen tilavuuden verran kaasua. Nestealustan värittömyys tarkistettiin ennen
siirrostusta, sillä alustapohjaan lisätty resatsuriini pelkistyy värittömäksi hapettomissa
oloissa.
3.2.2 Metanogeenien rikastusalusta M5/M6
M5/M6-metanogeenien rikastusalustaa (Bomberg ym. 2010 mukaillen) käytettiin sekä
mineraalialustana että hiivauutteen kanssa (Taulukko 2a). Mineraalialustaan lisättiin
joko suppilovahverosta (MSL) tai herkkusienestä (MHL) valmistettua steriilisuodatettua
itiöemälisuketta hiilen- ja energianlähteeksi (Taulukko 3).
Taulukko 2a. Hiivauute- (H), sienilisukkeellisten mineraali- (MSL ja MHL) sekä kasaminohappoalustan (KH)
valmistuksessa käytetyt aineet.
M5/M6 Kasaminohappo
15 ml Liuos 1 15 ml Liuos 1
15 ml Liuos 2 15 ml Liuos 2
4 ml 0,025 % resatsuriiniliuos 4 ml 0,025 % resatsuriiniliuos
2 g hiivauutetta (H) tai 0,5 g kysteiiniä  0,5 g kysteiiniä
(MSL ja MHL) 7,4 g MgSO4
50 ml Lisuke A 1,75 g NaCl
50 ml Lisuke B 2,5 g Kaseiinin happo-hydrolysaattia
50 ml Lisuke A
Antibioottikasvatuksiin 50 ml Lisuke C
Täyttö steriilillä vedellä 1 litraan
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Taulukko 2b. Kasvatusalustoihin käytetyt lisukkeet
Lisuke A Lisuke B Lisuke C
35,5 ml tislattua vettä 49 ml Liuos 4 50 ml tislattua vettä
12,5 ml Liuos 3 1 ml Liuos 7 500 mg ampisilliinia
1 ml Liuos 5 0,5 g kysteiiniä 500 mg kanamysiiniä
1 ml Liuos 6
Taulukko 2c. Kasvatusalustoihin ja lisukkeisiin käytetyt liuokset
Liuos 1 Liuos 5 Liuos 6
27,2 g KH₂PO₄ 2 g FeCl2 x 4 H2O 2 mg biotiinia
1 l tislattua vettä 0,05 g H3BO3 2 mg foolihappoa
Liuos 2 0,05 g ZnCl2 10 mg B6-vitamiinia
35,6 g Na2HPO4 x 2 H2O 0,03 g CuCl2 5 mg B2-vitamiinia
1 l tislattua vettä 0,05 g MnCl2 x 4 H2O 5 mg nikotiiniamidia
Liuos 3 0,05 g (NH4)6Mo7O24 x 4 H2O 5 mg B12-vitamiinia
24 g NH4Cl 0,05 g AlCl3 5 mg p-aminobentsoehappoa
24 g NaCl 0,05 g CoCl2 x 6 H2O 5 mg lipoiinihappoa
8,8 g CaCl2 x 2 H2O 0,05 g NiCl2 5 mg pantoteenihappoa
8 g MgCl2 x 6 H2O 0,5 g  EDTA 1 l tislattua vettä
1 l tislattua vettä 1 ml väkevää HCl Liuos 7
Liuos 4 1 l tislattua vettä n. 0,24 g Na2S x 9 H2O
80 g NaHCO3 1 ml tislattua vettä
1 l tislattua vettä
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Taulukko 3. Anaerobisten hiivauute- (H), suppilovahvero- (MSL) tai herkkusienilisukkeellisen (MHL)
mineraali- ja kasaminohappoalustan (KH) valmistusvaiheet
3.2.3 Kasaminohappoalusta
Metanogeenien M5/M6-rikastusalustan ja R2A-alustan pohjalta suunniteltiin
kasaminohappoalusta (KH, Taulukko 2a). R2A- eli Reasoner’s 2A -alusta on alun perin
suunniteltu vähäravinteiseksi juomaveden mikrobien kasvatusalustaksi ja sitä on
saatavilla useilta kaupallisilta yrityksiltä. KH-alustan hiilen- ja energianlähteenä oli
kasaminohapot eli kaseiinin happohydrolysaatti, joka koostuu pääasiassa yksittäisistä
aminohapoista (Mueller & Johnson, 1941). Kasaminohappojen valmistuksessa
tryptofaani tuhoutuu lähes täysin (Mueller & Johnson, 1941). Suurelta osalta arkeoneja
löytyy yleisesti aminohappojen synteesiin vaadittavat geenit, vaikka poikkeuksena
esimerkiksi haloarkeonilta Halobacterium salinarum puuttuu viiden aminohapon –
valiini, leusiini, isoleusiini, lysiini ja arginiini – valmistukseen tarvittavat geenit (Falb
ym. 2008). Kasaminohappoalustoilla testattiin myös antibiootteja kanamysiiniä ja
ampisilliinia bakteerien kasvun ehkäisyssä (KHA; Taulukko 2b). Kasvatuspulloissa
kummankin antibiootin pitoisuus oli 0,5 mg / ml.









































MSL- ja MHL-alustojen itiöemälisukkeita varten kerättiin joulukuussa 2011
suppilovahveroita ja käytettiin kasvatettuja herkkusieniä. Suppilovahveron ja
herkkusienen itiöemiä leikattiin steriilisti kuten näytesieniä. Suppilovahverosta kerättiin
0,25 g 1,5 ml Eppendorf-putkeen. Sienipalat murskattiin ja laimennettiin pienessä
dekantterilasissa 5 millilitraan steriiliä vettä. Herkkusienestä leikattiin 0,1 g paloja,
mutta muuten toimittiin kuten suppilovahverolisukkeen kanssa. Yksittäiseen MSL- tai
MHL-kasvatuspulloon lisättiin 1 ml sienilisuketta steriilisuodattimen ja steriilin neulan
läpi juuri ennen siirrostusta.
Lisukkeet A ja B valmistettiin 50 ml erissä 120 ml pyrex-pulloihin (Taulukko 2b).
Lisukkeita kuplitettiin typpi–hiilidioksidi -kaasulla N2 80 % / CO2 20% ennen tulpitusta,
minkä jälkeen pulloista otettiin lisuketta steriilillä ruiskulla ja neulalla kasvatuspulloihin
lisättäväksi. Lisuketta A lisättiin kaikkiin kasvatuspulloihin 2,5 ml. Lisuketta B lisättiin
hiiva- (H) sekä itiöemälisukkeellisiin mineraalialustapulloihin (MSL ja MHL) 2,5 ml.
Lisuke C valmistettiin jauhemaisesta kanamysiinistä (Kanamycin A monosulfate
from Streptomyces kanamyceticus, Sigma-Aldrich, Steinheim, Saksa) ja ampisilliinista
(Ampicillin sodium salt, Sigma-Aldrich, Steinheim, Saksa) liuottamalla steriiliin veteen
(Taulukko 2b). Kummastakin antibiootista valmistettiin ensin kantaliuos 100 mg / ml.
Kantaliuoksia laimennettiin kymmenkertaisesti steriiliin Falcon-putkeen yhteiseksi
käyttöliuokseksi 10 mg / ml ja sitä lisättiin kuhunkin antibiootti-kasaminohappopulloon
(KHA) 2,5 ml steriilisuodattimen läpi. Yksittäiseen kasvatuspulloon lisättiin 25 mg
kumpaakin antibioottia eli 500 µg / ml.
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3.3 Kasvatukset
3.3.1 Kasvatukset eri hiilenlähteillä
Kasvatusta varten itiöemänäytteet (Taulukko 1) hienonnettiin 1,5 ml Eppendorf-
putkissa steriilillä murskaimella 100 µlitrassa steriiliä vettä ja tarvittaessa putkiin
lisättiin hieman steriloitua kvartsihiekkaa sienen rakenteen rikkoutumisen
tehostamiseksi. Nestetilavuus täytettiin 1 millilitraan ja putkia ravisteltiin noin 30 s.
Putkista otettiin haluttu määrä nestettä (Kuva 5), joka pistettiin steriilin neulan ja 1 ml
ruiskun (BD Plastipak, BD Diagnostics, Franklin Lakes, New Jersey, USA) avulla
steriileihin, hapettomiksi tehtyihin kasvatuspulloihin.
Syksyn 2011 sienistä tehtiin tumattomien kasvatuksia eri alustoilla (Kuva 5).
Jokaisesta kolmesta sienestä – suppilovahvero, herkkusieni, nummitatti – kasvatettiin
tumattomia hiiva-alustalla (H), kummallakin itiöemälisukkeellisella mineraalialustalla
(MSL ja MHL) sekä kasaminohappoalustalla (KH). Lisäksi hiiva- ja
kasaminohappoalustalla tehtiin kolme jatkokasvatusta. Nummitatin
kasaminohappokasvatukselle tehtiin antibioottikäsittely (KHA), josta jatkettiin yksi
kasvatus sekä antibioottialustalle että kasaminohappoalustalle (KH) ilman antibioottia.
Kasvatukset olivat aina 5 vuorokautta huoneenlämmössä 21,0-24,5 °C. Ensimmäisiä
kasvatuksia ei ravisteltu. Jatkokasvatukset ja antibioottikasvatukset olivat ravistelussa
120 rpm Innova™ 4000 incubator shaker -ravistelijassa (New Brunswick Scientific,
Enfield, Connecticut, USA).
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Kuva 5. Nummitatista, herkkusienestä ja suppilovahverosta tehtiin kasvatukset neljälle eri alustalle:
hiiva-alusta (H), mineraalialusta suppilovahverolisukkeella (MSL) tai herkkusienelisukkeella (MHL) sekä
kasaminohappoalusta (KH), joista hiiva- ja kasaminohappoalustoista tehtiin myös kolme jatkokasvatusta.
Lisäksi nummitatin KH-kasvatukselle tehtiin viitenä rinnakkaisena antibioottikäsittely (KHA) ja näistä
vielä jatkokasvatus sekä antibioottia sisältävällä alustalla että ilman antibioottia.
Eri kasvatusalustat olivat autoklavoinnin ja lisukkeiden lisäämisen jälkeen
pääsääntöisesti värittömiä ja siten käyttökelpoisia. Mineraalialusta ilman hiivauutetta oli
aina täysin väritön, mutta sekä hiiva- että kasaminohappoalusta kellersivät hieman.
Tämä ei vaikeuttanut sameuden silmämääräistä tulkintaa (Kuva 6). Sameutta tulkittiin
asteikolla - ei havaittavaa sameutta, + lievää sameutta, ++ selvää sameutta. Sameuden
lisäksi tai sijaan kasvatuksissa erottui usein kiinteitä planktisia elementtejä. Alle 0,5 mm
halkaisijaltaan olevat kappaleet luokiteltiin hiutaleiksi ja yli 0,5 mm flokeiksi.
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Kuva 6. Kasvatusten sameuseroja. Vasemmalla suppilovahverolisukkeellinen mineraalialustakasvatus
(MSL), joka ei samentunut kasvatuksen aikana. Keskellä samentumaton hiiva-alustakasvatus (H) ja
oikealla samentunut hiiva-alustakasvatus.
3.3.2 Antibioottien lisääminen kasvatusalustaan
Syksyllä 2012 nummitatin ja männynherkkutatin itiöemistä leikatuista tuoreista 0,1 g
paloista kasvatettiin viisi rinnakkaista näytettä antibiootteja sisältävällä
kasaminohappoalustalla (KHA). Itiöemät murskattiin kuten aiemmat sieninäytteet ja
niistä siirrostettiin 100 µl. Kasvatukset olivat 5 vrk huoneenlämmössä 21,0-24,5 °C  ja
ravistelussa 120 rpm. Näistä kasvatuksista tehtiin kustakin yksi jatkokasvatus samoissa
oloissa.
3.3.3 Antibioottien ja lysotsyymin lisääminen kasvatusalustaan
Yhteistyössä muun tutkimusryhmän kanssa tehtiin kasvatuskoe, jossa
kasaminohappoalustaan lisättiin antibioottien lisäksi lysotsyymiä. Syyskuussa 2013
kerättiin kaksi nummitatin itiöemää (Taulukko 1), jotka käsiteltiin kuten aiemmat
näytteet (Kuva 4). Lysotsyymiä lisättiin kasvatuspulloihin 10 mg / ml eli 500 mg
jokaiseen pulloon. Kasvatusaika oli 14 vuorokautta, ravistelu 25 kierrosta minuutissa ja
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lämpötila 20 °C. Kasvatuksista tehtiin kaksi jatkokasvatusta. Siirrostukseen käytetyistä
itiöemistä ja kaikista kasvatuksista tehtiin kvantitatiivinen PCR-analyysi q-
yleisbakteeri- ja q-yleisarkeonialukkeilla (Taulukko 4).
3.4 DNA:n eristys sekä sen laadun ja määrän mittaus
3.4.1 DNA:n eristysmenetelmät
Syksyn 2011 itiöemänäytteistä ja kaikista ensimmäisistä kasvatuksista DNA eristettiin
MO  BIO  Ultra  Clean®  Soil  DNA  Isolation  -kitillä  (MO  BIO  Laboratories,  Inc.,
Carlsbad, Kalifornia, USA). Jatkokasvatuksista sekä syksyn 2012 tuoreista itiöemistä ja
niiden kasvatuksista DNA eristettiin kloroformiuutolla. Nestekasvatukset siirrettiin
steriileihin 50 ml Falcon-putkiin (Fisherbrand®, Fisher Scientific, Thermo Scientific,
Inc., Waltham, Massachusetts, USA) ja sentrifugoitiin 15 min 8888 g (8000 rpm)
Biofuge Primo -sentrifugilla (Heraeus Instruments, Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Saksa). Neste pipetoitiin varovasti pois ja solut sisältävä nestetippa siirrettiin 1,5 ml
Eppendorf-putkeen, jota sentrifugoitiin vielä 3 min 9893 g (11000 rpm) Biofuge 13 -
sentrifugilla (Heraeus SEPATECH, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Saksa), minkä
jälkeen ylimääräinen neste poistettiin mahdollisimman tarkkaan. Soluja säilytettiin
tarvittaessa + 4 °C lämpötilassa yön yli.
DNA-eristykseen käytettiin syksyn 2011 itiöemänäytteistä 200 µl sienisuspensiota,
ensimmäisistä kasvatuksista kaikki sentrifugoimalla kerätyt solut, jatkokasvatuksista
puolet solumäärästä hiiva-alustan kloroformiuuttoon ja kasaminohappoalustan
kittieristykseen sekä yksi neljäsosa kasaminohappoalustan kloroformiuuttoon. Syksyn
2012 itiöemänäytteistä käytettiin 100 µl sienisuspensiota ja kasvatuksista puolet
solumäärästä. Sienisuspensiot pakastettiin ja kasvatuksista kerätyt solut käytettiin heti
tai säilytettiin + 4 °C lämpötilassa enintään vuorokausi ennen DNA-eristystä. MO BIO -
kitillä DNA-eristys tehtiin valmistajan ohjeen mukaan.
Apajalahti ja muita (1998) mukaillen kloroformiuuttomenetelmässä solupellettien
päälle lisättiin 370 µl TE-puskuria (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA). Tämän
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jälkeen Eppendorf-putket laitettiin -20 °C lämpötilaan 15 minuutiksi ja sen jälkeen
putkia pidettiin + 55 °C lämpöhauteessa 15 minuuttia. Jäädytys-sulatus toistettiin
yhteensä kolme kertaa. Tämän jälkeen putket nostettiin jäille ja niihin lisättiin 15 µl 10
mg / ml eli 150 µg lysotsyymiä (valmistettu 20 mg / ml Ultra Pure Grade > 23 500 U /
mg  munanvalkuaisen  lysotsyymistä,  Amresco  LLC,  Solon,  Ohio,  USA).  Näytteitä
inkuboitiin 45 minuuttia + 37 °C vesihauteessa. Putkiin lisättiin 50 µl 10 % SDS ja 15
µl 2 mg / ml eli 30 µg proteinaasi K:ta (Finnzymes, Thermo Scientific, Suomi).
Näytteitä inkuboitiin 1 tunti + 55 °C ja vielä 10 minuuttia + 105 °C, minkä jälkeen
putkien annettiin jäähtyä huoneenlämpöisiksi. Jäähtyneisiin putkiin lisättiin yksi
tilavuus eli 500 µl kloroformi-isoamyylialkoholia 24:1, sekoitettiin kääntelemällä putkia
useita kertoja ja sentrifugoitiin 10 minuuttia 9893 g (11 000 rpm). Yläfaasit siirrettiin
puhtaisiin putkiin ja lisättiin 0,6 tilavuutta pakastimessa säilytettyä isopropanolia.
Näytteiden annettiin saostua yön yli pakastimessa - 20 °C. Tämän jälkeen putkia
sentrifugoitiin 10 minuuttia 11 000 rpm ja isopropanoli poistettiin. Näytteitä pestiin 200
µlitralla jäähdytettyä 70 % V/V etanolia ja putkia sentrifugoitiin 5 minuuttia 9893 g
(11 000 rpm). Etanoli poistettiin ja alkoholijäämien annettiin haihtua huoneenlämmössä.
Kuivuneet DNA-näytteet liuotettiin 50 µlitraan nukleaasi-vapaata vettä (Fernentas,
Vilna, Liettua), paitsi syksyn 2012 itiöemistä eristetty DNA liuotettiin 100 µlitraan.
3.4.2 DNA:n määrän ja laadun arviointi
DNA:n saantoa ja laatua arvioitiin mittaamalla näytteet NanoDrop ND-1000 -
spektrofotometrilla (NanoDrop, Wilmington, Delaware, USA), joka mittaa DNA:n
absorptiopiikin 260 nanometrissä. Lisäksi laite mittaa absorbanssin 280 nanometrissä,
jossa suurin osa proteiineista absorboi. Näistä tuloksista laite laskee 260/280-suhteen,
jonka avulla arvioidaan DNA:n puhtautta. Puhtaan DNA:n suhdeluku on noin 1,8-2,0 ja
tätä huomattavasti alhaisempi lukuarvo viittaa epäpuhtauksiin DNA-näytteessä. Laitteen
detektioraja on 2 ng / µl kaksijuosteista DNA:ta. Mittaukset suoritettiin laitteen
käyttöohjeen mukaan yhdellä µlitralla DNA-näytettä, joka pipetoitiin laitteen
mittauskanavaan.
Näytteet mitattiin myös QuBit® 2.0 -fluorometrilla (Life Technologies Ltd., Paisley,
Iso-Britannia), joka mittaa kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvan fluoresoivan
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väriaineen fluoresenssin. Väriaine sitoutuu spesifisesti haluttuun mitattavaan
tuotteeseen (DNA, RNA tai proteiinit). Laitteen detektioraja on 0,50 ng / ml eli 5 x 10-4
ng / µl. Mittaukset suoritettiin valmistajan ohjeen mukaan yhdellä µlitralla DNA-
näytettä sekoitettuna 199 µl QuBit® ds DNA HS -puskuria ja 1 µl QuBit® ds DNA HS
-reagenssia (200x concentrate in DMSO, Invitrogen™ Molecular probes®, Eugene,
Oregon, USA). Reaktioseoksen sisältävät putket sekoitettiin ja niiden annettiin
inkuboitua huoneenlämmössä 2 minuuttia ennen mittausta QuBit® 2.0 -fluorometrillä
(Invitrogen™, Life Technologies, Paisley, Iso-Britannia).
3.5 Molekyylibiologiset menetelmät arkeonien todentamiseen kasvatuksista
3.5.1 PCR
Arkeoneja tutkittiin itiöemänäytteistä ja niistä tehdyistä kasvatuksista eristetystä
DNA:sta PCR:llä. Reaktiossa monistettiin noin 800 emäsparin (ep) pätkä 16S rRNA-
geenistä (Taulukko 4). Positiivisena kontrollina oli pUC57-plasmidiin liitetty osittainen
taumarkeonin 16S rRNA-geeni AM903348.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AM903348. Yhteen 25 µl reaktioseokseen
käytettiin  19,4  µl  Milli  Q -vettä,  2,5  µl  10x  PCR-puskuria  (Biotools,  B&M labs  S.A.,
Madrid, Espanja), 0,5 µl 10 mM dNTP, 0,5 µl sekä etenevää A109a- että palaavaa
A934b- aluketta 10 µM, 0,4 µl 20,0 mg / ml BSA:ta (Fermentas, Vilna, Liettua) ja 0,2
µl DNA-polymeraasia (Biotools, B&M labs S.A., Madrid, Espanja). Reaktioseokseen
lisättiin 1 µl DNA-näytettä. PCR toteutettiin Eppendorf Mastercycler gradient -laitteella
(Eppendorf, Hampuri, Saksa) putkiliuskoilla (Nippon Genetics Europé GmbH, Dueren,
Saksa). Ohjelman vaiheet olivat 1. alkudenaturaatio 94 °C 4 min, 2. denaturaatio 94 °C
45 s, 3. annealing eli tarttumisvaihe 52 °C 1 min, 4. elongaatio eli pidennysvaihe 72 °C
1 min, joista 2-4 toistettiin yhteensä 40 kertaa, ja 5. loppupidennys 72 °C 5 min.
Monistunut tuote tarkistettiin 1,2 % 1 x SB-puskuriin (Brody & Kern 2004)
valmistetulla agaroosigeelillä, jossa oli 0,2 µg / ml etidiumbromidia. Standardina
geeliajossa  käytettiin  1  µl  GeneRuler™  100  bp  Plus  DNA  Ladder  0,5  µg  /  µl
(Fermentas, Vilna, Liettua). Geeliä ajettiin 20 min 250 V 1 x SB-puskurissa, minkä
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jälkeen se kuvattiin GelDoc™ XR -laitteella Quantity One -ohjelman versiolla 4.6.7
(Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, USA).
Taulukko 4. PCR-reaktioissa käytetyt alukkeet, q kvantitatiivisessa PCR:ssä käytetty aluke
3.5.2 Kvantitatiivinen PCR
Arkeonien ja bakteerien kokonaismäärää tutkittiin kvantitatiivisella PCR:llä (qPCR).
DNA:n monistuksen aikana reaktioseokseen lisätty fluoresoiva tunnistusmolekyyli,
SYBR Green, kiinnittyy kaksijuosteiseen DNA:han ja sen fluoresenssin määrää
mitataan. Syntyvän fluoresenssin määrä on suoraan verrannollinen kaksijuosteisen
DNA:n määrään. Jotta fluoresenssin määrä voidaan muuttaa laskettavaksi määräksi
geenikopioita, tutkittavien näytteiden lisäksi monistetaan aina standardinäytteitä, joiden
sisältämä määrä geenikopioita tunnetaan. Sekä standardeille että näytteille mitataan niin
sanottu kynnyssykli (Ct, treshold cycle), jossa näytteen fluoresenssi ylittää
Aluke Emäsjärjestys 5' → 3' Lähde
ACKGCTCAGTAACACGT Großkopf ym. 1998
GTGCTCCCCCGCCAATTCCCT
Stahl & Amann 1991
mukail len
ACTCCTACGGGAGG Fierer ym. 2005
ATTACCGCGGCTGCTGG Fierer ym. 2005
GYGCASCAGKCGMGAAW Takai & Horikoshi 2000
GCBGGTDTTACCGCGGCGGCTGRCA
Käänteinen Arch516F,



























taustafluoresenssin yläpuolelle asetetun kynnysarvon ja näytteen kopiomäärän voi
luotettavasti määrittää. Jos näytteen kynnyssykli on pienempi kuin standardisuoran
suurimman standardin, on siinä liikaa DNA:ta ja sitä tulisi laimentaa. Jos taas
kynnyssykli on suurempi kuin pienimmän standardin, näytteessä ei monistu riittävästi
tuotetta eikä tällöin voida luotettavasti laskea kopioiden määrää. Monistunut tuote tulee
tarkistaa esimerkiksi geelielektroforeesin avulla, jotta voidaan varmistua näytteiden
tuotteen vastaavan standardissa monistunutta tuotetta, sillä tunnistusmolekyyli tarttuu
kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han, kuten epäspesifiseen alukemonistumaan (primer
dimer) eikä pelkästä standardisuoralle osumisesta voida varmistaa onko monistunut
tuote oikean kokoinen.
Tässä tutkimuksessa kvantitointiin käytettiin neljää alukeparia, jotka olivat q-
yleisbakteeri- ja q-yleisarkeonialukkeet sekä ryhmäkohtaiset haloarkeonien kaltaisille
(HBL, halobacteria like) ja taumarkeoneille suunnitellut q-haloarkeoni- ja q-
taumarkeonialukkeet (Taulukko 4). Kaikkien alukkeiden käyttöliuoksen pitoisuus oli 10
µM. Ryhmäkohtaiset alukkeet suunniteltiin taumarkeoneille ja haloarkeonien tapaisille
arkeoneille osittaisista 16S rRNA-geenin sekvensseistä (Bomberg ym. 2010).
Positiivinen kontrolli q-yleisarkeoni- ja q-taumarkeoni-alukkeilla monistukseen oli
pUC57-plasmidiin liitetty osittainen 16S rRNA-geeni AM903348.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AM903348 ja q-bakteerialukkeilla pJET1.2-
plasmidiin liitetty Burkholderia glathei -bakteerin 16S rRNA-geeni AJ884840.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ884840. HBL-arkeonien positiivisena
kontrollina oli pUC57-plasmidiin liitetty AJ420166.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ420166.1. Lisäksi samat sekvenssit liitettiin
plasmideihin, joiden avulla monistettiin standardisuorat qPCR-reaktioissa.
Negatiivisena kontrollina oli aina steriili vesi. Reaktioseokset (Taulukko 5) valmistettiin
valmistajan ohjeen mukaan. q-yleisarkeonialukkeille käytettiin 2x DyNAmo™ Flash -
seosta (Thermo Scientific, Suomi) ja muille alukepareille 2x Maxima® SYBR
Green/ROX qPCR -seosta (Fermentas, Vilna, Liettua). Näytteet pipetoitiin standardin
kanssa kolmena teknisenä replikaattina 96-kuoppalevyille (Flat-deck Thermo-Fast,
Thermo Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA) ja monistus suoritettiin 7300
Real  Time  PCR  System  -laitteella  (Applied  Biosystems,  Life  Technologies,  Paisley,
Iso-Britannia) 7300 System SDS Software -ohjelman versiolla 1.2.3.
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Monistunut tuote tarkistettiin 1,2 % 1 x SB-puskuriin (Brody & Kern 2004)
valmistetulla agaroosigeelillä, jossa oli 0,2 µg / ml etidiumbromidia. Standardina
geeliajossa käytettiin 1 µl GeneRuler™ 50 bp DNA ladder 0,5 µg/µl (Fermentas, Vilna,
Liettua). Geeliä ajettiin 15-20 min 250 V 1 x SB-puskurissa. Geeli kuvattiin GelDoc™
XR -laitteella Quantity One -ohjelman versiolla 4.6.7 (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia,
USA).
Taulukko 5. DNA:n monistukseen käytetyt reaktioseokset kvantitatiivisessa PCR:ssä
Lisätty liuos Yleisbakteeri Yleisarkeoni Haloarkeoni Taumarkeoni
2x Maxima CYBR Green 12,5 12,5 12,5
2x DyNAmo Flash 10
Etenevä aluke 0,75 1 2 2
Palaava aluke 0,75 1 2 2
BSA 20 mg / ml 0,4
H2O 6 3 3,1 3,5
DNA-näyte 5 5 5 5
Yhdessä reaktiossa yht. µl 25 20 25 25
Laitteiston standardeille mittaamasta fluoresenssista piirrettiin standardisuora, jonka
avulla tarkasteltiin näytteitä. Suoralle osuvista näytteistä laskettiin 16S rRNA-geenin
kopiomäärät, jos niiden geelillä tarkistettu tuote oli oikean kokoinen ja yksittäinen
(Kaava 1). Laskuissa huomioitiin qPCR-reaktioihin käytetty 5 µl DNA-näytettä ja
mahdolliset laimennokset sekä DNA:n eristykseen käytetty osuus itiöemänäytteestä tai
kasvatuksesta. Lisäksi yhden kopion katsottiin vastaavan yhtä solua, vaikka sekä
arkeoneilla (Hildenbrand ym. 2011) että bakteereilla (Kitten & Barbour 1992) tiedetään
voivan olla useita kopioita kromosomista ja siten kaikista geeneistä. Kopiomäärät ja





Qubitilla saatiin mitattava määrä DNA:ta vain suppilovahveron siirrosta vastaavasta
määrästä itiöemämurskaa (Taulukko 6). Nummitatin ja herkkusienen itiöemissä oli
DNA:ta alle Qubitin detektiorajan. Tästä huolimatta kvantitatiivisessa PCR:ssä monistui
kaikista sienistä sekä arkeonien että bakteerien 16S rRNA-geenikopioita. Näytteiden Ct-
arvot jäivät kuitenkin alle standardin, joten määriä ei voitu luotettavasti määrittää.
Vaikka NanoDropilla saatiin mitattua DNA-määrät kaikista itiöemistä eristetystä
DNA:sta, 260/280-absorbanssisuhde oli varsinkin kasvatusten osalta usein epäluotettava
ja DNA-määrät pääasiassa NanoDropin detektiokyvyn alarajoilla. Koska NanoDrop ei
mittaa pelkkää DNA:ta, hylättiin sen antamat tulokset ja käytettiin vain Qubitilla
mitattuja DNA-määriä.
Taulukko 6. Itiöemänäytteiden DNA-pitoisuudet QuBit- ja NanoDrop-laitteilla mitattuna siirroksista ja
tumattomien kasvatuksista mineraalialustalla suppilovahvero- (MSL) ja herkkusienilisukkeella (MHL),
hiiva-alustalla (H) ja sen jatkokasvatuksista sekä kasaminohappoalustalla (KH) ja sen jatkokasvatuksista.
AD alle detektiorajan 0,50 ng / ml, EMT ei mitattavaa tulosta. Puhtaan DNA:n 260/280 on noin 1,8. 0 –







QuBit NanoDrop QuBit NanoDrop QuBit NanoDrop
ng / µl ng / µl 260 /280 ng / µl ng / µl 260 /280 ng / µl ng / µl 260 /280
MSL-0 AD 3,44 1,61 0,35 3,4 1,67 AD 46,47 1,11
MSL-1 AD 3,45 1,09 0,3 4,68 1,95 AD 3,92 1,75
MHL-0 AD 3,44 1,61 0,35 3,4 1,67 AD 46,47 1,11
MHL-1 AD 3,9 1,36 0,18 9,31 1,68 AD 5,88 1,3
H-0 AD 3,44 1,61 0,35 3,4 1,67 AD 46,47 1,11
H-1 AD 5,36 1,45 1,46 22,23 1,85 AD 4,45 1,45
H-2 0,24 EMT 0,16 9,68 160,42 1,43 AD EMT 0,8
H-3 AD 1,04 75,91 3,28 61,48 1,72 0,3 4,18 3,41
H-4 AD 2,48 1,04 19,96 598,92 1,33 - - -
KH-0 AD 0,86 0,09 0,85 AD 0,21
KH-1 0,61 2,75 2,79 3,72 8,12 2,14 0,16 1,89 2,14
KH-2 AD EMT 0,28 2,6 16,76 0,17 0,8 0,88 -0,23
KH-3 0,6 11,64 1,42 13,76 277,92 1,55 AD 13,08 1,13
KH-4 AD EMT 0,5 2,08 40,04 1,68 AD 1 5,04
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4.2 Suppilovahverolisukkeellisella mineraalialustalla ei kasvanut mitattavia määriä
tumattomia
Kasvatuksissa ei silmämääräisesti havaittu suppilovahverolisukkeellisella
mineraalialustalla (MSL) sameutta nummitatin, suppilovahveron tai herkkusienen
itiöemien tumattomien kasvatuksissa (Taulukko 7). Kasvatuksissa ei myöskään havaittu
hiutaleita. Vain suppilovahverosta tehdystä kasvatuksesta saatiin mitattava määrä
DNA:ta (Taulukko 6).
Nummitatista ja suppilovahverosta saatiin monistumaan 16S rRNA-geenin tuote q-
yleisarkeonialukkeilla. Nummitatin tumattomien kasvatuksesta saatu tuote oli
geelitarkistuksessa hieman standardia suurempi ja lisäksi geelillä erottui heikosti toinen,
suurempi tuote. Suppilovahveron näytteessä erottui useita erikokoisia tuotteita.
Arkeonien 16S rRNA-geenikopioiden määrä ei voitu luotettavasti määrittää.
Herkkusienen kasvatuksesta tehdyssä DNA-monistuksessa ei erottunut monistunutta
tuotetta.
Taulukko 7. Valmiiden kasvatusten ulkonäkö tutkituilla hiivauutealustalla (H), mineraalialustalla
suppilovahverolisukkeella (MSL), mineraalialustalla herkkusienilisukkeella (MHL) sekä
kasaminohappoalustalla (KH). Kunkin kasvatuksen kohdalla on ilmoitettu sameus ja havaitut kiinteät
elementit (hiutaleet tai flokit).





H - - hiutaleita flokkeja
KH hiutaleita hiutaleita hiutaleita hiutaleita, +
Suppilo-
vahvero
MSL - ei tehty
MHL -
H +2 + ++3 ++




MSL - ei tehty
MHL -
H - - hiutaleita ei tehty
KH hiutaleita hiutaleita hiutaleita flokkeja, +
1 - ei havaittavaa sameutta
2 + lievää sameutta
3 ++ selvää sameutta
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4.3 Herkkusienilisukkeellinen mineraalialusta ei sopinut itiöemien tumattomien
kasvatukseen
Kasvatuksissa ei havaittu herkkusienilisukkeellisella mineraalialustalla (MHL) sameutta
nummitatin, suppilovahveron tai herkkusienen itiöemien tumattomien kasvatuksessa
(Taulukko 7). Kasvatuksissa ei havaittu myöskään hiutaleita. Qubitilla saatiin mitattua
DNA-määrä vain suppilovahveron MHL-kasvatuksesta (Taulukko 6). Määrä oli noin
puolet vähemmän kuin siirroksessa. Suppilovahveron tumattomien kasvatuksesta
monistui q-yleisarkeonialukkeilla usean kokoisia tuotteita, joten oikeiden
geenikopioiden määrää ei voitu luotettavasti määrittää. Nummitatin ja herkkusienen
osalta Ct-arvot jäivät alle standardin.
4.4 Hiiva-alusta oli hyvä kasvualusta bakteereille
Nummitatin ensimmäisessä ja toisessa kasvatuksessa hiivauutealustalla ei havaittu
sameutta (Taulukko 7). Jatkokasvatuksissa 3 ja 4 erottui pieniä hiutaleita. DNA-määrä
saatiin mitattua vain toisesta kasvatuksesta (Taulukko 6). Arkeonituotetta ei monistunut
kasvatuksista tavallisessa tai kvantitatiivisessa PCR:ssä, mutta q-yleisbakteerialukkeilla
saatiin oikeankokoinen tuote kaikista kasvatuksista (Kuva 7).
Kuva 7. Nummitatin hiiva-alustakasvatusten (H) hieman alle 200 emäsparin (ep) pituisten arkeonien ja
bakteerien 16S rRNA-geenituotteiden vertailu agaroosigeelillä. 0 siirros, 1-4 kasvatukset.
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Suppilovahveron tumattomien kaikki kasvatukset olivat sameita hiiva-alustalla
(Taulukko 7). DNA:ta saatiin jokaisesta kasvatuksesta mitattava määrä (Taulukko 6).
DNA-määrissä oli nousua ja laskua kasvatuksesta toiseen. Suppilovahveron
kasvatuksista monistui tuotteita sekä q-yleisarkeonialukkeilla että q-
yleisbakteerialukkeilla. Geelitarkistuksessa erottui useita erikokoisia arkeoni-tuotteita ja
lisäksi vahvimmin erottuva tuote oli yli 300 ep kokoinen odotetun noin 200 ep sijaan.
Sen vuoksi määriä ei voitu luotettavasti laskea. Saatu bakteeriperäinen tuote oli
oikeankokoinen kaikissa kasvatuksissa.
Herkkusienen ensimmäisessä tai toisessa kasvatuksessa ei havaittu sameutta
(Taulukko 7). Kolmannessa kasvatuksessa erottui pieniä hiutaleita. DNA-määrä saatiin
mitattua kolmannesta kasvatuksesta (Taulukko 6). Kvantitatiivisessa PCR:ssä
arkeonituotetta ei monistunut riittävästi määrien luotettavaa laskemista varten.
Bakteeriperäinen 16S rRNA-geenituote qPCR:ssä oli oikeankokoinen kaikissa
kasvatuksissa.
4.5 Kasaminohappoalustalla sekä arkeonit että bakteerit kasvoivat
Nummitatin tumattomien kasaminohappoalustan kasvatuksissa ei havaittu sameutta
kuin viimeisessä, mutta pieniä hiutaleita oli jokaisessa kasvatuksessa ja aina edellistä
kasvatusta enemmän (Taulukko 7). DNA:n määrä saatiin mitattua ensimmäiselle ja
kolmannelle kasvatukselle.
Monistunut 16S rRNA-geenin tuote oli geelillä oikean kokoinen nummitatin
tumattomien KH-kasvatuksissa sekä q-yleisarkeonialukkeilla että q-
yleisbakteerialukkeilla (Kuva 8). Ensimmäisestä ja kolmannesta KH-kasvatuksesta
saatiin luotettavasti kvantitoitua arkeonien määrä (Kuva 9). Ensimmäisessä
kasvatuksessa arkeoneja oli arviolta noin puoli miljoonaa, kun taas kolmannessa
kasvatuksessa vähän päälle 100 miljoonaa. Bakteerien määrä oli määritettävissä kaikista
kasvatuksista. Bakteereita oli ensimmäisessä ja kolmannessa kasvatuksessa yli
yhdeksän miljoonaa, mutta toisesta ja neljännestä niitä määritettiin vain reilu puoli
miljoonaa.
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Kuva 8. Nummitatin tumattomien kasaminohappokasvatusten (KH) vertailu noin 200 emäsparin (ep)
pituisen arkeonien ja bakteerien 16S rRNA-geenituotteen suhteen agaroosigeelillä. 0 – siirros
murskatusta itiöemästä, 1-4 – kasvatukset.
Kuva 9. Nummitatin tumattomien kasaminohappoalustan (KH) kasvatusten 16S rRNA-geenin
kopiomäärät arkeoneille ja bakteereille qPCR:llä määritettynä. Arkeoneista ei saatu luotettavia tuloksia
itiöemästä eikä kasvatuksesta 2 ja 4. Sekä arkeonien että bakteerien määrä vaihteli suuresti
kasvatuksesta toiseen. 0 – siirros murskatusta itiöemästä, 1-4 – kasvatukset.
Suppilovahveron tumattomien KH-kasvatuksissa erottui kaikissa hiutaleita tai flokkeja
ja ne olivat pääsääntöisesti myös sameita (Taulukko 7). Sameus lisääntyi jokaisessa
jatkokasvatuksessa. Qubitilla mitatessa DNA:n määrä nousi kolmannessa kasvatuksessa
yli  10  ng  /  µl  ja  oli  muissa  alle  5  ng  /  µl  (Taulukko  6).  Kvantitatiivisen  PCR:n
geelitarkistuksessa kaikista kasvatuksista saatiin oikeankokoinen tuote q-
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yleisbakteerialukkeilla, kun taas q-yleisarkeonialukkeilla monistui useita erikokoisia
tuotteita (Kuva 10), joten arkeonien tulokset hylättiin.
Kuva 10.  Arkeoniperäisen 16S rRNA-geenituotteen tarkistus agaroosigeelillä kasaminohappoalustalla
kasvatetuista suppilovahveron ja herkkusienen tumattomista. Kit – kaupallisella kitillä eristetty DNA, Klo
– kloroformiuutolla puhdistettu DNA. Suppilovahveron näytteiden arkeoni-geenin monistuksissa esiintyi
jokaisella käytetyllä alustalla samankaltaista useiden tuotteiden monistumista. Herkkusienellä vain
kasaminohappoalustalla todettiin epäspesifistä vääränkokoisen ja useiden tuotteiden monistumista q-
yleisarkeonialukkeilla.
Herkkusienen tumattomien KH-kasvatuksissa havaittiin kaikissa hiutaleita, joiden koko
oli viimeisessä (KH-4) kasvanut jo flokeiksi (Taulukko 7). DNA:ta saatiin kasvatuksista
vähän, suureksi osaksi alle detektiorajan. Monistunut q-yleisarkeonituote näytti
geelitarkistuksessa lähes 400 emäsparin kokoiselta odotetun 190 ep sijaan kaikissa KH-
kasvatuksissa (Kuva 10), joten kvantitoitavat tulokset hylättiin. Bakteeriperäinen qPCR-
tuote oli oikeankokoinen kaikissa kasvatusnäytteissä.
Tavallisessa PCR:ssä monistui noin 800 ep arkeonien 16S rRNA-geenituote
ensimmäisestä ja toisesta kasaminohappoalustan kasvatuksesta kaikkien kolmen sienen
tumattomien kasvatussarjasta (Kuva 11). Lisäksi herkkusienen kasvatussarjasta saatiin
vielä kolmannesta kasvatuksesta monistettua osittainen arkeonien 16S rRNA-geeni.
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Kuva 11. Kasaminohappoalustan toisesta kasvatuksesta (KH-2) eristetystä DNA:sta yleisarkeonialukkeilla
monistetun 16S rRNA-geenin PCR-tuotteen agaroosigeelitarkistus. Jokaisesta näytteestä monistui
oikeankokoinen noin 800 emäsparin (ep) tuote.
4.5.1 Kasaminohappokasvatuksen antibioottikäsittely
Nummitatin ensimmäisestä kasaminohappoalustan tumattomien kasvatuksesta
jatketussa antibioottikäsittelyssä (KHA) yhdessäkään viidestä rinnakkaisesta ei havaittu
sameutta tai hiutaleita. DNA-määrät jäivät detektiorajan alapuolelle. Myös
jatkokasvatukset sekä vastaavalla antibioottialustalla (KHA-2) että
kasaminohappoalustalla ilman antibioottia (KH-2) olivat kaikki samentumattomia ja
DNA-määrät jäivät alle detektiorajan.
Arkeonituotetta monistui kaikista KHA-1 kasvatuksista, mutta geelitarkistuksessa
havaittiin kaikissa näytteissä useita erikokoisia tuotteita (Kuva 12). KHA-2 -
kasvatuksissa erottui tuote geelillä kahdessa viidestä rinnakkaisesta. Arkeonituotetta ei
havaittu yhdessäkään antibiootittomissa KH-2 -jatkokasvatuksessa. Kaikista
antibioottikasvatuksista monistui q-yleisbakteerialukkeilla tuote, mutta geelillä
erottuvan tuotteen määrä oli selvästi vähäisempi KHA-2- ja KH-2 -kasvatuksissa kuin
KHA-1 -kasvatuksessa. Näytteiden Ct-arvot eivät osuneet arkeoni- tai
bakteerimonistuksissa standardisuoralle, joten tumattomien määrää ei voitu määrittää
tarkemmin.
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Kuva 12. Nummitatin tumattomien kasaminohappoalustan kasvatukselle tehdyn antibioottikäsittelyn
vaikutus tumattomien määrään. Geelillä erottuneista tuotteista huolimatta näytteille ei saatu
luotettavasti kvantitoitavia tuloksia arkeoneille tai bakteereille. Bakteerien tulokset olisi hylätty
negatiivisessa kontrollissa erottuvan tuotteen takia. KHA – antibiootti-kasaminohappoalusta, KH –
kasaminohappoalusta, 1-2 kasvatuksen järjestysluku.
4.6 Tuoreiden itiöemänäytteiden tumattomien kasvu antibioottilisukkeellisella
kasaminohappoalustalla
4.6.1 Antibiootti-kasaminohappoalustan itiöemien tumattomien kasvatusten
ominaisuuksia
Lähes kaikista nummitatin ja männynherkkutatin siirrostukseen käytetyistä
itiöemämassoista (KHA-0) tehdyistä DNA-eristyksistä saatiin mitattava määrä DNA:ta
(Taulukko 8), mikä oli paremmin kuin aiemmista itiöemistä. Enimmillään DNA:ta
mitattiin näytteistä noin 0,5 ng / µl.
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Taulukko 8. Mitatut DNA-pitoisuudet QuBit- ja NanoDrop-laitteilla nummitatin ja männynherkkutatin
kasaminohappo-antibiootti -kasvatuksille. AD alle detektiorajan 0,50 ng / ml, EMT ei mitattavaa tulosta.




QuBit NanoDrop QuBit NanoDrop
ng / µl ng / µl 260 /280 ng / µl ng / µl 260 /280
KHA-0 0,15 4,23 1,29 0,33 5,29 1,14
0,5 8,24 1,85 0,26 4,31 1,37
0,34 7,78 1,37 0,3 6,34 1,14
0,25 2,61 2,17 AD 0,47 1,38
0,46 10,23 1,23 0,13 3,05 0,9
KHA-1 0,54 5,64 2,08 0,22 0,55 0,51
0,44 2,16 18,87 AD EMT 4,81
0,3 0,54 0,71 AD EMT 3,39
0,48 2,56 -8,94 AD EMT -0,34
0,46 2,68 1,71 AD EMT 2,69
KHA-2 AD EMT 0,92 AD EMT -2,85
AD EMT 0,75 AD EMT -0,36
AD EMT 1,32 AD 0,25 0,19
AD EMT 1,04 AD EMT -1,67
AD EMT 0,99 AD EMT -0,67
Nummitatin itiöemänäytteiden tumattomien kasvatuksissa antibiootti-
kasaminohappoalustalla (KHA) erottui hiutaleita kaikissa KHA-1 -kasvatuksissa ja
kolmessa viidestä KHA-2 -jatkokasvatuksessa (Taulukko 9). Sameutta ei havaittu
yhdessäkään kasvatuspullossa. Männynherkkutatin näytteiden kasvatuksissa erottui
pieniä hiutaleita kaikissa KHA-1 ja KHA-2 -kasvatuksissa, mutta niissä ei havaittu
sameutta. Antibiootti-kasaminohappoalustalla nummitatin tumattomien ensimmäisistä
kasvatuksista (KHA-1) saatiin DNA:ta hieman enemmän kuin siirroksista (Taulukko 8).
Männynherkkutatin ensimmäisistä kasvatuksista saatiin vain yhdestä detektiorajan
ylittävä määrä DNA:ta. Yhdestäkään jatkokasvatuksista ei saatu mitattavaa määrää
DNA:ta.
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Taulukko 9. Tumattomien kasvatukset nummitatin ja männynherkkutatin itiöemistä antibiootti-












4.6.2 Tumattomat molekulaarisin menetelmin
Nummitatin ja männynherkkutatin itiöemänäytteiden ja näistä antibiootti-
kasaminohappoalustalla kasvatettujen näytteiden 16S rRNA-geenin qPCR onnistui sekä
q-yleisarkeonialukkeilla että q-yleisbakteerialukkeilla (Kuva 13). Nummitatin itiöemän
tumattomien ja niiden ensimmäisten kasvatusten q-yleisarkeonialukkeilla tehdyn DNA-
monistuksen Ct-arvot osuivat standardisuoralle neljässä viidestä rinnakkaisesta
(Taulukko 10). Muiden monistusten Ct-arvot eivät osuneet standardisuoralle, mutta
geelillä erottui oikeankokoista monistunutta tuotetta kaikissa näytteissä bakteerien 16S
rRNA-geenin monistuksista.
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Kuva 13. Nummitatin viiden rinnakkaisen itiöemänäytteen (KHA-0) ja niistä antibiootti-
kasaminohappoalustalla tehtyjen tumattomien kasvatusten (KHA-1 ja -2) qPCR-tuotteiden tarkistus
agaroosigeelillä. Monistunut arkeonituote oli standardin kokoinen eli noin 190 emäsparin (ep) pituinen
ja kvantitoitava tulos saatiin lähes kaikista näytteistä, joissa erottui geelillä tuote. Noin 180 ep
bakteerituote erottui kaikissa näytteissä, mutta kvantitoitava tulos saatiin vain yhdelle näytteelle.
Bakteerien 16S rRNA-geenin monistuksessa negatiivisessa kontrollissa erottui jonkin verran tuotetta.
Taulukko 10. Nummitatin ja männynherkkutatin kvantitoitavat qPCR-tulokset (ympyröity) suhteessa
geeleiltä luettuihin tuotteisiin siirroksista KHA-0 sekä ensimmäisestä KHA-1 että toisesta KHA-2




KHA-0 KHA-1 KHA-2 KHA-0 KHA-1 KHA-2
Arkeoni 5/5 5/5 0/5 5/5 3/5 0/5
Taumarkeoni 0/5 2/5 1/5 2/5 1/5 2/5
Haloarkeoni 1/5 3/5 2/5 0/5 1/5 1/5
Bakteeri 5/5 5/51 5/5 5/5 5/5 5/5
1 Yhdestä näytteestä saatiin kvantitoitava tulos
Itiöemistä siirrostettu arkeonien määrä säilyi ensimmäisessä kasvatuksessa (Kuva 14).
Muutosta oli 4,96 %, mikä jää tilastollisen merkitsevyyden ulkopuolelle. Bakteerien
määrä väheni reilusti siirrostetusta määrästä ensimmäisessä kasvatuksessa. Vaikka
näytteiden Ct-arvot eivät bakteerimonistuksessa osuneet standardisuoralle, bakteerien
määrän muutokseksi laskettiin -74,37 % ensimmäisen kasvatuksen aikana (Kuva 14).
Toisessa kasvatuksessa standardille osumattomista tuloksista laskettiin arkeonien
määrän moninkertaistuneen, mutta bakteerien määrä kasvoi monisatakertaiseksi ja oli
lopulta monta kertaa arkeoneja suurempi.
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Kuva 14. Arkeonien ja bakteerien 16S rRNA-geenikopiot nummitatin itiöemistä tehdyissä kasvatuksissa
ja niistä tehdyissä jatkokasvatuksissa antibiootti-kasaminohappoalustalla. Bakteerien määrä
kummassakin kasvatuksessa ja arkeonien määrä toisessa kasvatuksessa on laskettu alle standardin
jääneistä qPCR-tuloksista.
4.6.3 Eri arkeoniryhmät itiöemissä ja kasvatuksissa
Yhdestä nummitatin itiöemänäytteestä (KHA-0), kolmesta ensimmäisestä (KHA-1) ja
kahdesta jatkokasvatuksesta (KHA-2) erottui geelillä heikosti monistunut 16S rRNA-
geenin tuote q-haloarkeonialukkeilla eli haloarkeonien kaltaisille arkeoneille (HBL)
suunnitelluilla alukkeilla (Taulukko 10, Kuva 15). Monistuneet tuotteet eivät kaikkien
näytteiden kohdalla näyttäneet geelillä standardin kokoisilta. Standardisuoran alin piste
jouduttiin hylkäämään haloarkeoni-qPCR:ssä ja geelillä erottui jonkin verran
alukemonistumaa, kuten aiemmista kasvatuksista tehdyissä q-haloarkeoni-
monistuksissa. Yhdenkään näytteen Ct-arvo ei osunut standardille. Kahdesta
ensimmäisestä (KHA-1) ja yhdestä jatkokasvatuksesta (KHA-2) erottui q-
taumarkeonialukkeilla selvästi monistunut oikeankokoinen tuote geelillä, vaikka
kvantitoitavia tuloksia ei saatu (Kuva 15). Männynherkkutatin itiöemistä tai niistä
tehdyistä kasvatuksista ei saatu kvantitoitavia tuloksia testatuille arkeoniryhmille.
Geelillä erottui HBL-tuote yhdessä kasvatuksessa ja yhdessä jatkokasvatuksessa.
Taumarkeonituotetta monistui kahdesta itiöemästä, yhdestä kasvatuksesta ja kahdesta
jatkokasvatuksesta.
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Kuva 15. Nummitatin itiöemistä (KHA-0) tehdyistä siirroksista ja tumattomien kasvatuksista (KHA-1 ja -2)
monistui tuotteita parista näytteestä HBL- eli haloarkeonin kaltaisille arkeoneille suunnitelluilla
alukkeilla ja taumarkeonialukkeilla. Näytteille mitatut Ct-arvot jäivät alle standardisuoran, joten määriä
ei voitu luotettavasti laskea. HBL-alukkeilla monistui myös muun kuin odotetun noin 200 emäsparin (ep)
kokoisia tuotteita sekä alukemonistumaa (primer dimer). Taumarkeonialukkeilla monistui oikean
kokoinen tuote.
4.7 Antibiootteja ja lysotsyymiä sisältävä kasaminohappoalusta
Lysotsyymiä ja antibiootteja sisältävän kasaminohappoalustan kasvatuksiin käytettyjen
nummitatin itiöemien välillä oli suuri ero tumattomien määrissä jo siirrostusvaiheessa
(Kuva 16). Kasvatuksista kerätyistä soluista sekä arkeonien että bakteerien määrä
suhteessa siirrostettuun väheni huomattavasti ensimmäisissä kasvatuksissa. Arkeonien
määrä väheni myös toisissa kasvatuksissa kummassakin näytteessä. Kolmannessa
kasvatuksessa itiöemän 2 osalta arkeonien määrä kasvoi hieman, mutta itiöemän 1
kasvatuksessa arkeonit vähenivät edelleen. Bakteerien määrä väheni jatkuvasti.
Arkeonien määrä suhteessa bakteerien määrään oli itiöemän 1 osalta siirroksessa yli
kuusinkertainen ja ensimmäiset kaksi kasvatusta kasvoi kummassakin, mutta määrä
romahti kolmannessa kasvatuksessa (Kuva 17). Itiöemän 2 osalta arkeoneja oli
siirroksessa noin 3,5-kertaisesti bakteereihin verrattuna, mutta arkeonien määrä väheni
53
kahdessa ensimmäisessä kasvatuksessa alle bakteerien määrän. Kuitenkin kolmannessa
kasvatuksessa arkeonien määrä nousi lähes kaksinkertaiseksi bakteereihin verrattuna.
Kuva 16. Nummitatin itiöemistä lysotsyymiä ja antibiootteja sisältävällä kasaminohappoalustalla
kasvatetut arkeonit ja bakteerit kvantitatiivisella PCR:llä määritettynä.
Kuva 17. Arkeonien ja bakteerien määrän suhde lysotsyymiä ja antibioottia sisältävistä
kasaminohappoalustan kasvatuksista kerätyistä soluista kvantitatiivisella PCR:llä määritettynä.
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5. Tulosten tarkastelu
5.1 Tumattomien määrät itiöemissä ja kasvatuksissa
Kaikista tutkimuksessa käytetyistä itiöemistä pyrittiin määrittämään arkeonien ja
bakteerien määrä ennen kasvatuksia, jotta voitaisiin luotettavasti määrittää solujen
kasvava määrä. Havaittiin, että eri sienistä saatiin hyvin erilaisia määriä arkeoneja ja
bakteereja ja lisäksi saman lajin sieniyksilöiden välillä oli suurta hajontaa tumattomien
määrissä. Nummitatin, suppilovahveron ja herkkusienen itiöemistä saatiin eristettyä
yllättävän vähän DNA:ta kaupallisella kitillä tai kloroformiuutolla siihen nähden, että
näytteissä oli mukana runsaasti sienisoluja. Myös monista reilusti samentuneista
kasvatuksista saatiin eristettyä vain vähän DNA:ta, mikä viittaa siihen, että soluja oli
todellisuudessa melko vähän ja ne tuottivat runsaasti solunulkoisia suojarakenteita.
Vaikka DNA olisi eristyksen ja puhdistuksen aikana pilkkoutunut lyhyiksi pätkiksi, olisi
sen kuitenkin pitänyt olla mitattavissa käytetyillä laitteilla. Mitatut DNA-määrät olivat
NanoDrop- ja Qubit-mittauslaitteiden detektiorajoilla tai niiden alle. Kaikista näytteistä
saatiin monistettua arkeonien tai bakteerien 16S rRNA-geenituotetta qPCR:ssä, joten
tumattomien solujen DNA:ta oli kuitenkin riittävästi herkkiin PCR-monistuksiin.
Nummitatista saatiin kasvatettua sekä arkeoneja että bakteereja ensimmäisissä
kasvatuksissa kaikilla testatuilla alustoilla. Aikaisemmin bakteereja ei ole saatu
kasvamaan lähes ollenkaan nummitatin itiöemistä kiinteillä puolivahvuisella TSA-,
King’s B - tai typettömällä malaattialustalla (Timonen & Hurek 2006). Harvat
nummitatin itiöemistä kasvaneet bakteerit olivat tuolloin Paenibacillus-suvun lajeja.
Varese ja muiden (1996) tutkimuksessa lehtikuusentatin Suillus grevillei itiöemistä
kasvoi MMN-alustalla suureksi osaksi Bacillus- ja Pseudomonas-sukujen edustajia,
joista osaa esiintyi myös sienijuurissa. Nummitatin itiöemissä on aiemmin todettu
määrällisesti enemmän arkeoneja kuin bakteereja (Pehkonen 2012). Tässä
tutkimuksessa bakteerien määrä ei ollut aina selkeästi pienempi kuin arkeonien määrä
nummitatin itiöemissä. Itiöemän bakteerit myös luultavasti hyötyivät arkeoneja
enemmän nestealustan ravistelusta, koska ne saattoivat olla tehokkaampia
hyödyntämään ympäristöstään ravinteita nopeamman solusyklinsä ansiosta ja ravistelun
myötä ravinteet olivat helpommin saavutettavissa.
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Suppilovahverosta saatiin kasvamaan runsaasti ja huomattavasti enemmän bakteereja
kuin arkeoneja. Arkeonien rikastaminen ei onnistunut runsaan bakteerikasvun vuoksi,
mutta bakteerien kasvu ei ollut yllättävää. Cantharellales-lahkon sienten itiöemistä on
aiemmin löydetty ja kasvatettu suuria määriä bakteereja (Danell ym. 1993, Rangel-
Castro ym. 2002). Molemmissa tutkimuksissa sienten itiöemistä löytyi paljon
Pseudomonas-suvun kantoja. Osa tutkituista kannoista inhiboi sienen rihmastojen
kasvua (Danell ym. 1993). Pseudomonas-suvun lajit ovat usein osoittautuneet
yleisimmiksi bakteereiksi eri sienten itiöemissä ja niiden sienijuurissa (Danell ym. 1993,
Varese ym. 1996, Rangel-Castro ym. 2002), mutta myös muun sukuisia bakteereja,
kuten Bacillus ja Sterptomyces (Varese ym. 1996), Acinetobacter ja Mycetocola
(Tsukamoto ym. 2002), Paenibacillus ja Burkholderia (Timonen & Hurek 2006), on
löydetty. Suppilovahveron hiiva- ja kasaminohappoalustan kasvatuksista tehdyissä
arkeonien 16S rRNA-geenin qPCR-monistuksissa lähes kaikissa erottui geelillä useita
erikokoisia tuotteita. Koska fluoresenssia pitäisi mitata vain yhdestä oikean kokoisesta
PCR-tuotteesta, ei arkeonien määriä voitu laskea luotettavasti. Suppilovahveron
sisältämä suuri bakteerien määrä saattoi haitata arkeonien 16S rRNA-geenin PCR-
monistusta, sillä ylimääräistä DNA-tuotetta ei havaittu nummitatilla tai herkkusienellä.
Suppilovahveronäytteissä oli mahdollisesti niin paljon bakteeri-DNA:ta tai muita
häiritseviä elementtejä, ettei arkeonien geeniä monistava reaktio toiminut hyvin q-
yleisarkeonialukkeilla.
Herkkusienestä ei saatu rikastettua arkeoneja, mutta myöskään bakteereja ei kasvanut
huomattavia määriä. Luonnosta kerättyjen Agaricales-lahkon sienten itiöemistä on
aiemmin löydetty ja kasvatettu bakteereja (Tsukamoto ym. 2002). Tällöin haluttiin
eristää nimenomaan Pseudomonas tolaasii -bakteerin tolaasiini-toksiinia tuhoamaan
kykeneviä bakteerikantoja, sillä tolaasiini aiheuttaa viljelysienissä ruskoläiskätautia.
Herkkusienen arkeoniperäinen qPCR-tuote erottui geelitarkistuksessa oikean kokoisena
kaikissa kasvatuksissa, paitsi kasaminohappoalustalta eristetystä DNA:sta tehdyssä
qPCR:ssä. Vääränkokoista tuotetta ei tutkittu tarkemmin ja kyseessä saattoi olla
epäspesifinen monistuminen. Suppilovahveron ja herkkusienen q-arkeonituotteen koon
muutokset eivät kuitenkaan johtuneet ainakaan DNA:n eristysmenetelmistä, sillä sekä
kaupallisella kitillä että kloroformiuutolla saadulla DNA:lla tapahtui vastaava koon
vaihtelu ja useiden erikokoisten tuotteiden erottuminen geelillä. DNA-näytteen
laimennus voi joissain tapauksissa vähentää epäspesifistä monistumista ja siten auttaa
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herkän qPCR-reaktion kanssa (Pehkonen 2012). Tässä tapauksessa monistus ei
kuitenkaan onnistunut, vaikka DNA:ta laimennettiin. Laimennetuissa näytteissä tuotteen
määrä väheni, mutta kokomuutokset säilyivät, kunnes näytettä oli laimennettu niin
paljon, ettei tuotetta enää monistunut ollenkaan.
5.2 Kasvatusalustojen vaikutus tumattomien kasvuun
Suppilovahvero- tai herkkusienilisukkeellisen mineraalialustan kasvatuksissa ei havaittu
sameutta tai hiutaleita yhdestäkään itiöemästä aloitetussa tumattomien kasvatuksessa,
mutta DNA:ta saatiin eristettyä kaikista kasvatuksista. Herkkusienialustan kasvatuksista
saatiin DNA:ta selvästi vähemmän kuin suppilovahveroalustan kasvatuksista, mikä
johtui todennäköisesti sienilisukkeeseen käytetyn sienimateriaalin pienemmästä
määrästä. Toisaalta suppilovahvero saattoi myös sisältää enemmän tumattomien kasvua
edistäviä yhdisteitä.
Hiiva-alustalla nummitatin ja suppilovahveron kasvatukset olivat vähän tai selvästi
sameita ja jatkokasvatuksissa sameus ja flokit lisääntyivät. Bakteereja kasvoi erittäin
runsaasti suppilovahverosta ja runsaasti myös nummitatista ja herkkusienestä. Hiiva-
alusta oli käytetyistä kasvatusalustoista runsasravinteisin ja sisälsi monipuolisesti
erilaisia hiilenlähteitä. Suuri bakteerien määrä kasvatuksissa johtunee suppilovahveron
osalta suuresta bakteerien määrästä jo siirrostusvaiheessa, sillä vahveroiden itiöemistä
on aiemmin kasvatettu bakteereja (Danell ym. 1993). Toisaalta nummitatin itiöemistä ei
ole aiemmin saatu kasvamaan runsaasti bakteereja (Timonen & Hurek 2006).
Hiiva-alusta oli tehokas keino kasvattaa tumattomia. Sameus on todennäköisemmin
bakteeri- kuin arkeonikasvustosta johtuvaa, sillä nopeimmin lisääntyvät bakteerit voivat
kahdentua jopa alle 20 minuutin välein (Escherichia coli), kun taas useat arkeonit ovat
sopeutuneet pääasiassa oligotrofisiin eli vähäravinteisiin ympäristöihin. Voimakas
sameus saattoi olla osittain myös solujen ulkopuolelle tuotetun liman aiheuttamaa, mikä
tarkoittaa, että soluja ei välttämättä ollut lukumäärällisesti paljon, mutta niiden
tuottamia soluseinärakenteita oli runsaasti. Arkeoneja tunnetaan ja on kasvatettu vasta
niin vähän, että vasta harvoille on kehitetty optimaalisia kasvatusoloja ja -alustoja.
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Itiöemien sisällä olevat arkeonit saattavat tarvita jotain isäntäsienen tuottamaa ainetta
elämiseen. Tiedetään myös, että monet arkeonit tarvitsevat alustastaan sopivan
monipuolisen yhdistelmän kasvutekijöitä (mm. vitamiineja), joita ne eivät mahdollisesti
itse osaa tuottaa (Falb ym. 2008). Monia tunnettuja kasvutekijöitä oli lisättynä
jokaisessa alustassa (lisuke 1), mutta bakteerit saattoivat olla tehokkaampia
hyödyntämään niitä tai arkeonit ovat muuten kahdentumisessaan liian hitaita verrattuna
bakteereihin. Tähänastisissa raportoiduissa maatalousmaasta tehdyissä
arkeonikasvatuksissa kasvatusajat ovat olleet ennemmin useita kuukausia (Lehtovirta-
Morley ym. 2011, Tourna ym. 2011, Kim ym. 2012) kuin joitain päiviä sienijuuristosta
(Bomberg ym. 2010) tai kalkkimaidosta (Reitschuler ym. 2013). Tässä tutkimuksessa
keskityttiin nimenomaan oletettavasti nopeakasvuisiin sienijuuriston asukkeja
(Bomberg ym. 2010) muistuttaviin arkeoneihin (kasvatusajat 5 vrk ja 2 vk).
Bakteeriperäinen qPCR-tuote havaittiin kaikkien sienten näytteissä ja varsinkin
suppilovahveron osalta bakteerien määrä kasvoi huomattavasti kasvatuksissa, joten
sellaisenaan hiiva-alusta ei auttanut arkeonien rikastamisessa.
Kasaminohappoalusta kehitettiin M5/M6 metanogeenien rikastusalustasta (Bomberg
ym. 2010) kaupallista R2A-alustaa löyhästi mukaillen arkeoneille sopivaksi spesifiseksi
alustaksi, jonka koostumus tunnetaan tarkasti. Kasaminohappoja eli kaseiinin
happohydrolysaattia haluttiin lisätä alustaan, koska osa haloarkeoneista ei kykene
tuottamaan kaikkia aminohappoja. Vaikka tutkimus ei keskittynyt aitoihin
haloarkeoneihin vaan arkeoneihin, joiden 16S rRNA-sekvenssit ovat osittain
samankaltaisia kuin haloarkeoneilla (halobacteria-like, HBL), otettiin huomioon aidon
hyperhalofiilin Halobacterium salinarum kyvyttömyys tuottaa viittä aminohappoa (Falb
ym. 2008). Lisäksi toiseen mielenkiinnon kohteena olevaan arkeoniryhmään eli
taumarkkeihin kuuluva Cenarchaeum symbiosum ei kykene proliinin tuotantoon
(Hallam ym. 2006). Osalta arkeoneista puuttuu myös geenejä tarpeellisten
kasvutekijöiden tuottamiseen (Falb ym. 2008), joten M5/M6-alustassa käytetty
vitamiinilisuke katsottiin tarpeelliseksi. Tässä tutkimuksessa näytteistä saatiin
kasaminohappoalustalla osin luotettavasti kvantitoitavia tuloksia, jotka osoittivat
siirroksen arkeonipopulaation säilyneen ensimmäisessä ja hieman lisääntyneen toisessa
kasvatuksessa. Myös bakteerit lisääntyivät tehokkaasti alustalla.
Nummitatin, suppilovahveron ja herkkusienen kasaminohappoalustan kasvatuksista
saatiin useammista näytteistä monistettua arkeonien osittaista 16S rRNA-geeniä kuin
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muiden testattujen alustojen kasvatuksista. Samalla alukeparilla Bombergin ja muiden
(2010) sienijuuriston arkeonien tutkimuksessa ei monistunut bakteereja, mutta
Kemnitzin ja muiden (2007) käyttäessä toista alukkeista (A109f) tutkimuksessaan
monistui joitain bakteereja arkeonien lisäksi. Nummitatin, suppilovahveron ja
herkkusienen kasaminohappokasvatukset samenivat joka kerta viiden vuorokauden
aikana ja kvantitatiivisessa PCR:ssä kaikista kasvatuksista monistui oikeankokoinen
tuote sekä q-yleisarkeoni- että q-yleisbakteerialukkeilla. Osassa nummitatin
kasvatuksissa arkeoneja oli riittävästi, jotta niiden määrät voitiin luotettavasti laskea.
Bakteerien määrä pystyttiin määrittämään luotettavasti kaikista kasvatuksista.
Nummitatin kolmannessa kasvatuksessa arkeoneja oli selvästi rikastunut, mutta ne
katosivat neljännessä kasvatuksessa. Vaikka siirroksen tilavuus säilyi samana, saattoi
viimeiseen kasvatukseen osua vähemmän soluja siitä huolimatta, että putkia ravisteltiin
aina hyvin ennen siirroksen ottamista. Myös itiöemästä peräisin olevat uutteet olivat
ehtineet laimentua olemattomiin kolmen aikaisemman kasvatuksen aikana. Koska
itiöemien arkeonien elintavoista ei tiedetä vielä mitään, on mahdollista, että isäntäsieni
tuottaa jotain kyseisille arkeoneille elintärkeää yhdistettä. On myös mahdollista, että
arkeonipopulaatiossa on tapahtunut jokin muutos, esimerkiksi virusinfektio, minkä takia
ne eivät enää kyenneet lisääntymään jatkokasvatuksessa. Andersson ja Banfield (2008)
vertasivat happamissa biofilmeissä eläviä arkeoni-, bakteeri- ja virusyhteisöjä ja
huomasivat virusten kehittyvän nopeasti. Toisaalta myös arkeonien ja bakteerien
vastustuskyvyn viruksille havaittiin kehittyvän tehokkaasti. Laboratorio-olot saattoivat
olla osalle tämän tutkimuksen arkeoneista liian erilaiset verrattuna niiden tavalliseen
elinympäristöön, minkä seurauksena ne saattoivat esimerkiksi altistua stressin takia
virusinfektiolle.
Kasaminohappoalustalla kasvoi tumattomia selvästi enemmän kuin hiivauutealustalla
tai sienilisukkeellisilla mineraalialustoilla. Vaikka bakteereja kasvoi huomattava määrä,
oli arkeoneja myös selvästi enemmän kuin muilla alustoilla. Tästä johtuen juuri
kasaminohappoalustaa kehitettiin eteenpäin siten, että nestekasvatuksiin lisättiin kahta
bakteerien kasvua haittaavaa antibioottia. Koska monet sienet tuottavat antibiootteja ja
maaperässä elää muitakin antimikrobisten aineiden tuottajia, valittiin kaksi antibioottia
yhden sijaan niiden tehon vahvistamiseksi. Kanamysiini vaikuttaa proteiinien
valmistukseen ja ampisilliini soluseinän muodostukseen. Ampisilliini ei vaikuttanut
arkeoneihin, mutta inhiboi bakteereja Kemnitz ja muiden (2005) tutkimuksessa, mutta
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kanamysiini ei vaikuttanut kumpaankaan ryhmään. Samoja antibiootteja ja niiden
lisäksi streptomysiiniä on kuitenkin käytetty aiemmin maaperästä eristetyn ryhmän 1.1b
Nitrososphaera viennensis -taumarkeonin rikastamiseen (Tourna ym. 2011). Lisäksi
Esiobu ja muiden (2002) tutkimuksessa kanamysiini tehosi testatuista antibiooteista
parhaiten pieninä pitoisuuksina erilaisten ihmisvaikutteisten maaperien ja vesistöjen
bakteereihin. Tämä osoittaa, miten vaihtelevia mikrobiyhteisöt ovat erilaisissa
ympäristöissä. Antibioottiherkkyyksissä on suuria eroja, joten kanamysiini ja
ampisilliini eivät välttämättä sovellu kaikkien arkeonien rikastamiseen. Toisaalta
antibakteeristen aineiden käyttö arkeonien rikastuksessa luonnonnäytteistä voi olla
välttämätöntä. Reitschuler ja muut (2013) eivät käyttäneet kalkkimaidosta tehdyissä
arkeonirikastuksissaan yhtään antibiootteja, jotta rikastettavien arkeonien kasvu ei
häiriintyisi, ja bakteerit valtasivat rikastusviljelmät muutamassa viikossa. Ensimmäiseen
antibioottikokeiluun eli kasaminohappokasvatuksen antibioottikäsittelyyn käytettiin
nummitatin ensimmäistä kasaminohappokasvatusta, koska siirroksiin käytettyä itiöemää
ei enää ollut jäljellä. Nummitatti valittiin, koska kolmesta testatusta sienilajista siitä oli
kasvatettu eniten arkeoneja. Kasvatuksissa ei kuitenkaan havaittu sameutta eikä
luotettavia qPCR-tuloksia saatu. Siirrostusmateriaalin solutiheys saattoi olla niin
alhainen, ettei viidessä päivässä ehtinyt kasvaa paljoa soluja tai kasvatukseen oli jo
valikoitunut sellaisia tumattomien lajeja, joilla ei ollut vastustuskykyä käytetyille
antibiooteille.
Antibiootillisella kasaminohappoalustalla tehdyissä tumattomien kasvatuksissa
tuoreista itiöemistä nummitatin näytteistä arkeonien määrä pysyi samana siirrostetussa
itiöemänäytteessä ja ensimmäisessä kasvatuksessa, kun taas bakteerien määrä väheni
huomattavasti ensimmäisen kasvatuksen aikana, mutta kasvoi toisessa kasvatuksessa.
Männynherkkutateista ei saatu luotettavia tuloksia tumattomien lukumäärien
määrittämiseksi itiöemistä tai kasvatuksista, mutta geelillä erottui monista näytteistä
selvästi monistunutta PCR-tuotetta kummankin ryhmän alukkeilla tehdyissä
monistuksissa. On todennäköistä, että hiukan pidemmällä kasvatusajalla tai
suuremmalla siirroksella olisi saatu enemmän mikrobibiomassaa ja tumattomien määrä
olisi voitu määrittää myös männynherkkutatista. Arkeonien määrä nummitatin
itiöemissä ja ensimmäisessä kasvatuksessa voitiin määrittää luotettavasti, mutta
bakteerien osalta tulokset eivät olleet luotettavia bakteerien vähäisen määrän vuoksi.
Toisessa kasvatuksessa arkeonien määrä oli huomattavasti pienempi, mikä johtui
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oletettavasti osittain siirroksen sisältämästä erittäin pienestä solumäärästä ja osittain
selvinneiden nopeakasvuisten bakteerien vastustuskyvystä käytetyille antibiooteille.
Vaikka tuloksista ei voitu luotettavasti laskea tumattomien määriä, niissä erottui
arkeonien kasvua ja vielä nopeampaa bakteerien lisääntymistä. Tämän tutkimuksen
kanssa samoja alukkeita qPCR:ssä käyttäen on aiemmin määritetty, että nummitatissa ja
männynherkkutatissa on huomattavasti enemmän arkeoneja kuin bakteereja (Pehkonen
2012). Tässä tutkimuksessa antibiootti-kasaminohappokasvatuksiin käytetyissä
nummitatin itiöemissä ei havaittu yhtä selkeää eroa, mutta alle standardin jäävä
bakteerituotteen monistuminen itiöemästä voidaan tulkita viitteeksi siitä, että bakteereja
oli vähemmän kuin arkeoneja. Bakteerien määrä väheni selvästi siirrostetusta määrästä
ensimmäisen kasvatuksen aikana, mikä oletettavasti johtui lisätyistä antibiooteista.
Toisen kasvatuksen aikana kuitenkin jäljellä olevat vastustuskykyiset bakteerit
valtasivat kasvatukset. Tätä voidaan yrittää estää vaihtamalla toisen kasvatuksen
antibiootit muihin kuin ensimmäisessä kasvatuksessa käytettyihin, lisäämällä vielä
kolmannen antibiootin – esimerkiksi Tourna ja muilla (2011) toimineen streptomysiinin
– tai jotain muuta bakteerien kasvua häiritsevää ainetta kuten lysotsyymiä.
Kun antibiootilliseen kasaminohappoalustaan lisättiin myös lysotsyymiä ja
kasvatusaika pidennettiin 14 vuorokauteen, bakteerien määrä saatiin vähenemään
jokaisessa kasvatuksessa. Myös arkeonien määrä väheni huomattavasti siirroksen
sisältämästä määrästä ensimmäisessä kasvatuksessa. Toisessa kasvatuksessa
molemmista itiöemistä aloitetuissa kasvatussarjoissa arkeonien määrä ei kasvanut
ensimmäisen kasvatuksen tasolle, mutta bakteerit lisääntyivät vielä vähemmän.
Kolmannessa kasvatuksessa toisesta nummitatin itiöemästä aloitetussa kasvatussarjassa
arkeonit eivät kasvaneet lähes ollenkaan, kun taas toisen itiöemän kasvatussarjan
arkeonien määrä ylitti aiemman kasvatuksen arkeonien määrän. Itiöemien välillä oli
suuri ero tumattomien määrässä jo ennen kasvatusta, mikä osoittaa rinnakkaisten
näytteiden tärkeyden tutkimuksessa. Arkeonien ja bakteerien määrien suhde auttaa
arvioimaan rikastuksen edistymistä. Pidemmälle jatkettavassa rikastuksessa on
mietittävä miten tumattomille tarjotaan niiden tarvitsemia tutkijoille tuntemattomia
aineita, joista osa voi olla peräisin sienestä.
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5.3 Keinotekoisen kasvuympäristön parantaminen
Sopivan kasvatusajan määrittäminen näytteille voi olla vaikeaa. Kasvatuksen keston
riittävyydestä ei ole varmaa tietoa, ennen kuin on kokeiltu eripituisia aikoja.
Tutkimuksessa pääasiallisesti käytetty viisi vuorokautta oli todennäköisesti useimmille
arkeoneille liian lyhyt aika, mutta bakteerit ehtivät lisääntyä tehokkaasti. Antibiootteja
ja lysotsyymiä sisältäneellä kasaminohappoalustalla testatusta 14 vuorokauden
kasvatuksesta saatiin arkeonien kasvusta ja bakteerien vähenemisestä paremmat tulokset
kuin aikaisemmat viiden vuorokauden kasvatukset. Toisaalta antibiootteja ja
lysotsyymiä ei testattu yhdessä viiden vuorokauden kasvatusajalla, joten ei voida
varmasti sanoa johtuivatko paremmat tulokset ensisijaisesti kasvatusajasta vai lisätystä
lysotsyymistä. Sienijuurten yhteydessä elävät arkeonit ovat ainakin osaksi melko
nopeita kasvamaan (Bomberg ym. 2010). Sienijuurikasvatuksista on osoitettu
taumarkeonien ja halobakteerien kaltaisten arkeonien (HBL) läsnäolo jo toisen tai
kolmannen päivän jälkeen ja suurin solutiheys mitattiin seitsemän ja kymmenen
vuorokauden kasvatuksista (Bomberg ym. 2010).
Pelkkien sienilisien käyttö mineraalialustalla ei ollut arkeonien kasvatukseen sopivin
vaihtoehto. Itiöemämateriaalin käytössä kasvatusalustan osana voi kuitenkin olla etua
jollakin muuten sopivammalla alustalla. Isäntäsienestä tehty lisuke voisi tarjota samasta
materiaalista eristetyille tumattomille soveliaamman kasvuympäristön kuin täysin
keinotekoinen alusta. Esimerkiksi kasaminohappoalustan jatkokasvatuksissa, joissa
siiroksenkaan mukana ei siirry enää yhtään itiöemästä peräisin olevaa materiaalia,
lisättävästä sienilisukkeesta voisi olla hyötyä, koska ei tiedetä vaikuttaako jokin sienen
tuottaman aine arkeonien kasvuun. Rangel-Castro ja muut (2002) esittivät, että sienen
erittämät aineet – varsinkin treahaloosi ja mannitoli – vaikuttivat siihen, etteivät
itiöemistä ja maasta sienirihmojen ympäriltä eristetyt bakteerit hajottaneet sienen
solurakenteita, vaan käyttivät mieluummin helposti saatavia yhdisteitä. Bomberg ja
muut (2010) ehdottivat, että ryhmän I.1c taumarkeonit tarvitsevat kasvuympäristöstään
mykorritsoja muodostavien sienten tai kasvien erittämiä aineita. Heidän
tutkimuksessaan yleensä happamissa maissa (pH alle 5,1) elävät ryhmän I.1c jäsenet
kasvoivat laboratoriossa alustalla, jonka pH oli 6,8, kun taas vähemmän happamissa
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maaperissä yleensä viihtyviä ryhmän I.1b taumarkeoneja ei löydetty ollenkaan.
Itiöemälisukkeen tehon optimoimiseksi tulisi testata useita eri vahvuisia sienilisukkeita,
jotta kasvua tehokkaimmin edistävä sienisuodatteen määrä saataisiin selville.
Sienilisukealustojen heikkoutena on se, että aineiden tarkkoja pitoisuuksia ei tunneta ja
toisaalta tuoretta materiaalia ei ole varsinkaan Suomen kaltaisissa oloissa usein
saatavilla. Toisaalta hyötynä on tumattomille samankaltainen ympäristö kuin mistä ne
eristettiin ja, koska itiöemämateriaalista halutaan vain yhdisteet, voidaan käyttää
pakastettua materiaalia lisukkeen valmistukseen. Tällöin alusta sisältää ainakin osan
sienen ja muiden mikrobien tuottamista anti- tai promikrobisista aineista. Jos
tarkoituksena on saada rikastettua yksi tai harvoja aineenvaihdunnaltaan tuntemattomia
tietyn sienen itiöemissä viihtyviä tumattomia, steriili itiöemäsuodate saattaa olla toimiva
tapa aloittaa rikastus.
Tutkimuksessa käytetty siirroskoko valittiin sillä perusteella, kuinka paljon itiöemän
oletettiin mahdollisesti sisältävän tumattomia ja toisaalta kuinka paljon niiden odotettiin
lisääntyvän kasvatuksen aikana. Tourna ja muut (2011) onnistuivat antibioottien ja
pienen siirroksen avulla kasvattamaan puhdasviljelmän maaperän ryhmän I.1b
taumarkeonista, mutta tässä tutkimuksessa pieni siirros (<100 µl / 50 ml kasvatus) ei
toiminut varsinkaan antibioottia sisältävällä alustalla. Kasvatustilavuuteen suhteutettuna
suurten – tässä tapauksessa yli millilitran suuruisten – siirrosten käyttö sopii joissain
tapauksissa rikastukseen, mutta silloinkin täytyy olla varma, että rikastettavia soluja on
riittävästi lähtötilanteessa ja että niiden määrä jatkuvasti kasvaa. Lisäksi
tämänkaltaisissa tutkimuksissa suuri siirros pienentää molekulaarisiin tutkimuksiin
jäävän materiaalin määrää huomattavasti, sillä tässä tutkimuksessa DNA-saanto oli
pientä niin kasvatuksista kuin itiöemänäytteistä. Suuremmalla kasvatustilavuudella –
esimerkiksi 150 ml – voitaisiin myös kasvattaa siirroksen kokoa ilman, että se haittaisi
jatkotutkimuksia.  Tilavuuden kasvattaminen ei välttämättä kuitenkaan aina ole
mahdollista, sillä suuremmat tilavuudet vaativat suuremmat kasvatuspullot ja muut
laitteet, mikä lisää kustannuksia huomattavasti. Jos tumattomien solutiheys itiöemissä
olisi riittävän korkea arkkien osalta, voisi kasvatusalustaa kokeilla kiinteänä
antibioottien kanssa, jolloin olisi mahdollista saada pesäkkeitä.
Eri arkeoniryhmien luotettavaan määrittämiseen kasvatusnäytteistä tarvittaisiin
enemmän solumassaa eli suurempi kasvatustilavuus tai useiden rinnakkaisten
kasvatusten solut yhdistettynä, sillä edes q-yleisarkeonialukkeilla ei saatu luotettavia
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tuloksia kaikista näytteistä, vaikka geenituotetta oli selvästi monistunut.
Ryhmäspesifisillä alukkeilla monistui joistain yksittäisistä näytteistä taumarkeoni-
tuotetta, joka erottui selvästi geelillä, mutta sitä ei ollut riittävästi kvantitatiivista
analyysiä varten. Haloarkeonien kaltaisia HBL-arkeoneja oli niin vähän, ettei määrää
onnistuttu määrittämään, mutta geelitarkistus osoitti jotain monistuneen muutamasta
näytteestä. Yleisesti HBL-alukkeilla saatiin vähiten monistunutta tuotetta ja eniten
alukemonistumaa kaikista käytetyistä alukepareista. Aiemmin sienijuuristosta on
kuitenkin kasvanut kyseisenlaisia arkeoneja lyhyessä ajassa (Bomberg ym. 2010). Se,
että antibiootillisella kasaminohappoalustalla saatiin lisääntymään taumarkeoneja tai
HBL-euryarkeoneja, on hyvä saavutus. Varsinkin, jos taumarkeonit osoittautuvat
toistaiseksi ilman kasvatettua tai rikastettua edustajaa olevan ryhmän I.1c jäseniksi, ja
koska ei-äärioloissa kasvavista haloarkeonien kaltaisista eliöistä ei vielä tiedetä muuta
kuin, että niitä on olemassa.
5.4 Sienten ja tumattomien yhteiselo
Tumattomat ovat osana aineiden kiertoa niin maaperässä kuin vesistöissä ja varsinkin
arkeonien merkitys alkaa vasta selvitä. Arviot arkeonien määrästä vaihtelevat suuresti.
Bates ja muiden (2011) tutkimuksessa arkeoneja oli arviolta 2 % maaperän
mikrobistosta vaihdellen aina 10 % asti, kun taas Kemnitz ja muiden (2007) mukaan
arkeoneja on maaperässä 12-38 % tumattomista. Molemmissa tutkimuksissa
taumarkeonit olivat suurin tavattu arkeoniryhmä. Taumarkeonit ovat tähän mennessä
osoittautuneet suurimmaksi osaksi ammoniakkia hapettaviksi (AOA) eliöiksi, jotka
toimivat bakteereja tehokkaammin alhaisissa ammoniakkipitoisuuksissa. Koska typpi
on usein kasvua rajoittava ravinne fosforin ohella, voidaan olettaa taumarkeonien roolin
typen kierrossa osoittautuvan olevan suuri. Lisäksi useiden taumarkeonien on osoitettu
kykenevän autotrofiseen kasvuun bikarbonaattia ja ammoniumia sisältävällä alustalla
(Könneke ym. 2005). Myös Bomberg ja muut (2010) havaitsivat, että ryhmän I.1c
taumarkeoneja kasvoi sekä aerobisilla että anarobisilla alustoilla, joihin oli lisätty joko
metaania tai metanolia hiilenlähteeksi. Tämä laajentaa taumarkeonien merkityksen
koskemaan myös hiilen kiertoa typen lisäksi.
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Aineiden kierrätystä tekevät myös muut mikrobit. Sienet ovat ainoita eliöitä, jotka
kykenevät todella tehokkaasti hajottamaan ligniiniä ja niiden yleinen tapa hajottaa
ravintoaan rihmastojen ulkopuolella ennen solun sisään ottamista (Moore ym. 2011)
tarjoaa niiden läheisyydessä eläville tumattomille lisää ravintoa. Lisäksi arviolta yli 95 %
maapallon putkilokasveista on sienijuurisymbioosissa sienten kanssa. Sienijuuren kautta
kasvi ja sieni vaihtavat erilaisia ravinteita ja hyödyllisiä aineita ja sienen rihmaston
kautta useat kasvit ovat yhteydessä toisiinsa (Moore ym. 2011). Sienten ja kasvien
välisiä suhteita on tutkittu huomattavasti enemmän kuin sienten ja niiden yhteydessä
elävien tumattomien – varsinkaan arkeonien suhteita. Vähäisestä saadusta tiedosta
olemme kuitenkin oppineet, että sienet ja tumattomat voivat vaikuttaa toistensa kasvuun
(Frey-Klett ym. 2007) kuten sieni ja kasvi sienijuuren välityksellä, joten on tärkeää
oppia näistä suhteista lisää. Sienten itiöemät eivät ole helppo tutkimusympäristö, sillä ne
ovat heterogeenisiä ja vaihtelevat suuresti muodoltaan, kooltaan ja kiinteydeltään.
Itiöemät ovat vain ajoittainen ilmiö eivätkä kaikki sienet edes muodosta niitä, mikä lisää
niiden tutkimisen haasteita. Niistä on kuitenkin muodostunut osa monien eläinten –
myös ihmisten – ravintoa.
Mikäli tumattomien avulla voitaisiin lisätä sienten itiöemien kasvua, se lisäisi
ravinnon tuotantoa ympäri maailmaa. Vaikka Suomessa sienikausi kestää vain
muutaman kuukauden ja sienten viljely on pienimuotoista liiketoimintaa,
maailmanlaajuisesti sieniä syödään ja kasvatetaan ympärivuotisesti ja ne ovat tärkeä
ravinnon- ja tulonlähde monille ihmisille (Härkönen 2005, Ohenoja 2005). Lisäksi
monien hyvien ruokasienten, joiden joukkoon tässäkin tutkimuksessa käytetyt sienet
lukeutuvat, kasvatusmenetelmiä kehitetään jatkuvasti ja halutuimpien tryffelien hinnat
ovat huimia. Vaikkei arkeonien joukosta ole tähän päivään mennessä tunnistettu yhtään
ihmiselle tai muille eläimille patogeenistä tai hyödyllistä lajia, voi näin tapahtua
lähitulevaisuudessa. Joka tapauksessa on mielenkiintoista seurata mitä kaikkea
ravintomme sisällä tapahtuu ja kuinka paljon vaikutusta tumattomilla ja varsinkin
arkeoneilla oikeasti voi olla elinympäristössään. Arkeonien vaikutusten selvittämiseksi
tarvitaan useista erityyppisistä arkeoneista viljelmiä, joiden avulla voidaan selvittää
niiden aineenvaihduntaa, entsyymituotantoa ja ennen kaikkea vaikutusta muihin eliöihin.
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5.5 Johtopäätökset
Arkeonien rikastaminen ja lopulta eristäminen itiöemistä on mahdollista, mutta vaatii
vielä lisää työtä. Suurimmaksi ongelmaksi tutkimuksessa osoittautui solujen ja siten
myös DNA:n vähäinen määrä. Tämä teki moderneista ja muutoin tehokkaista
tutkimusmenetelmistä haasteellisia käyttää. Huomattavasti suurempien solumäärien
saamiseksi alustaa ja kasvatusoloja täytyy vielä muokata tai ainakin lisätä
kasvatustilavuutta, jotta soluja saataisiin enemmän. Käytettäviin menetelmiin voisi
lisäksi lisätä muun muassa mikroskopoinnin, jossa kehitettäisiin arkeoneille tai jopa
arkeoniryhmille spesifisiä koettimia, joilla voitaisiin laskea itiöemistä ja kasvatuksista
erotettavien tumattomien joukosta arkeonit. Toisaalta alustaa voisi myös kokeilla
kiinteänä, vaikkei ole tietoa kasvavatko itiöemien arkit pesäkkeinä.
Tutkimukseen valituilla kasvatusalustoilla saatiin kasvamaan hyvin bakteereja. Myös
ensimmäisen hypoteesin mukaisesti arkeoneja saatiin kasvamaan ja niiden määrä
suhteessa bakteereihin lisääntymään bakteerien kasvua haittaavilla antibiooteilla
kanamysiinillä ja ampisilliinilla sekä lysotsyymillä.
Toisen hypoteesin mukaisesti arkeoneja saatiin rikastettua hieman ja pidemmällä
kasvatuskokeella voitaisiin saada hyviä tuloksia. Kyse on ennemmin
kasaminohappoalustan ja sen kanssa käytettävien lisukkeiden ja kasvatusolojen
hienosäädöstä kuin täysin uuden alustan kehittämisestä.
Kolmannen hypoteesin täyttäviä todisteita sekä haloarkeonien kaltaisista HBL-
arkeoneista että taumarkeoneista saatiin sekä joistain itiöemänäytteistä että
kasvatuksista, vaikkei näiden ryhmien arkeonien määrää pystytty luotettavasti
määrittämään. Koska jo arkeonien määrä osoittautui pieneksi useimmissa kasvatuksissa,
ei ollut yllättävää, ettei rajatummista arkeoniryhmistä saatu varmaa tietoa. Koska
aiempaa tietoa itiöemien sisällä esiintyvistä arkeoniryhmistä ei ole, on mahdollista, että
itiöemien arkeonit kuuluvat pääasiassa aivan muuhun kuin nyt tutkittuihin
arkeoniryhmiin ja ovat lopulta tunnistettavissa.
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